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RESUMO

Queijos maturados com mofo branco apresentam grande aceitabilidade entre os
consumidores, devido suas caracteristicas sensoriais desenvolvidas pelo Penicillium
candidum durante a maturacdo. Com objetivo de disseminar conhecimento sobre as
concentracfes dos nutrientes para a producao de P. candidum, e as caracteristicas
fisico quimicas, instrumentais e sensoriais decorrentes do seu desenvolvimento
durante a maturacdo nos queijos, esta tese foi desenvolvida e dividida em trés
capitulos. No Capitulo I, foi realizado um levantamento bibliografico sobre qualidade
da matéria prima, caracteristicas e desenvolvimento de P. candidum, processamento
de queijo maturado com mofo branco e principais parametros e analises para verificar
a qualidade desta classe de queijos. No Capitulo Il, o objetivo foi avaliar a percepc¢éo
dos consumidores brasileiros em relagdo aos queijos maturados com mofo branco,
utiizando a técnica de associacdo de palavras. Para isso, 408 voluntarios
responderam um questionario, e foram classificados quanto a frequéncia de consumo
de queijo maturado com mofo branco. 60,5% dos voluntarios foram classificados como
consumidores ocasionais, 16,2% como consumidores frequentes e 23,3% foram
classificados como nao consumidores de queijos maturado com mofo branco.
Palavras como alta qualidade, agradavel, bonito, aroma de amdnia/leite, textura macia
e cremosa fazem parte das 350 palavras utilizadas para definir esse queijo,
influenciadas pela diversidade cultural dos alimentos. No Capitulo 1ll, os objetivos
foram avaliar os nutrientes para producao de esporos frescos de P. candidum e sua
aplicabilidade na maturacdo de queijos, utilizando avaliacbes fisico quimicas,
instrumentais, sensoriais e estatisticas. Concentracdes de solugcéo de sais e pH do
meio foram definidos para obtencdo de esporos frescos, a qual foi utilizada como
inoculo em queijos frescos (QF). Para comparacao durante a maturacao, foi aplicado
também uma suspensdo com esporo comercial (QC), ambos avaliados durante 40
dias. Com cinco dias de maturacéo os queijos QF apresentaram indice de brancura
(WI) de 75,22, enquanto os queijos QC apresentaram valores similares apenas no
sétimo dia de maturacédo (WI 73,33). Esse arranque inicial de 2 dias no aparecimento
do micélio contribui na inibicdo do desenvolvimento de contaminantes indesejaveis.
Além disto, os queijos QF permaneceram durante a maturacdo, com caracteristicas
de um queijo pouco maturado, com aparéncia de micélio mais denso, apresentando
maiores escores na aceitagdo sensorial. Com aplicagdo do “Check all that apply”
(CATA), as amostras QF 20 e 30 dias de maturacéo e QC 20 dias de maturacao foram
agrupadas e caracterizadas como queijos macios, de casca aveludada, cor amarelo
claro e odor de manteiga. Desta forma, € favoravel a obtencdo e suspensdo de
esporos frescos de P. candidum como indéculo para queijos maturados com mofo
branco. As informacdes descritas nos Capitulos (Il e Ill), podem auxiliar os fabricantes
nos protocolos de elaboracdo dos queijos, a fim de obter um produto que obtenha
caracteristicas esperadas pelos consumidores. A aplicacdo da esporos frescos como
in6culo para queijos maturados com mofo branco é satisfatéria quando avaliadas as
caracteristicas fisico-quimicas, instrumentais e sensoriais. Aliado com as percepcdes
esperadas pelos consumidores desta classe de queijo, o indculo de esporos frescos
pode ajudar a desenvolver estratégias para fortalecer o consumo frequente e
ocasional de queijo maturado com mofo branco e também para incentivar o consumo
de quem nado consome este produto, ganhando consumidores e fortalecendo este
ramo nao apenas no setor alimenticio como também na economia.

Palavras chaves: percepcao dos consumidores; conidiagao; fatores de crescimento
fungico; in6culo com micélio; qualidade de queijo com mofo branco.



ABSTRACT

White mould surface-ripened cheeses have great acceptance among consumers, due
to their sensory characteristics developed by Penicillium candidum during ripening. in
order to disseminate knowledge about the concentrations of nutrients for the
production of P. candidum, and the physical chemical, instrumental and sensory
characteristics resulting from its development during cheeses ripening, this thesis was
developed and divided into three chapters. In Chapter |, a bibliographic survey was
carried out on the quality of the raw material, characteristics and development of P.
candidum, processing of white mould surface-ripened cheeses and main parameters
and analyzes to verify the quality of this cheese class. In Chapter I, the objective was
to assess the perceptions of Brazilian consumers in relation to white mould surface-
ripened cheeses, using the word association technique. For this, 408 volunteers
answered a questionnaire, and were classified according to the frequency of
consumption of white mould surface-ripened cheeses. 60.5% of the volunteers were
classified as occasional consumers, 16.2% as frequent consumers and 23.3% were
classified as non-consumers of white mould surface-ripened cheeses. Words like high
quality, pleasant, beautiful, ammonia / milk aroma, soft and creamy texture are part of
the 350 words used to define this cheese, influenced by the cultural diversity of the
food. In Chapter lll, the objectives were to evaluate the nutrients for fresh spores
production of P. candidum and its applicability in cheese ripening, using physical
chemical, instrumental, sensory and statistical evaluations. Concentrations of salt
solution and pH of the medium were defined to obtain fresh spores, which was used as
inoculum in fresh cheeses (QF). For comparison during maturation, a suspension with
commercial spore (QC) was also applied, both evaluated for 40 days. With five days
of ripening, QF cheeses showed a whiteness index (WI) of 75.22, while QC cheeses
showed WI 73.33 (being similar on the seventh day of ripening). This 2-day start-up
on the appearance of the mycelium contributes to the inhibition of the development of
undesirable contaminants. In addition, the QF cheeses remained during ripening, with
characteristics of a slightly ripened cheese, with the appearance of a more dense
mycelium, with higher scores on sensory acceptance. With the application of “Check
all that apply” (CATA), the samples QF 20 and 30 days of ripening and QC 20 days of
ripening were grouped and characterized as soft cheeses, with velvety skin, light
yellow color and odor of butter. Thus, it is favorable to obtain and suspend fresh spores
of P. candidum as an inoculum for white mould surface-ripened cheeses. With this
information (Chapters Il and IIl), manufacturers can adjust their protocols to provide
the characteristics expected by consumers. The application of fresh spores as an
inoculum for white mould surface-ripened cheeses is satisfactory when the physical-
chemical, instrumental and sensory characteristics are evaluated. Combined with the
perceptions expected by consumers of this cheese class, the fresh spores inoculum
can help to develop strategies to strengthen the frequent and occasional consumption
of white mould surface-ripened cheeses and also to encourage the consumption of
those who do not consume this product, gaining consumers and strengthening this
branch not only in the food sector but also in the economy.

Keywords: consumer perception; conidiation; fungal growth factors; inoculum with
mycelium; quality cheese with white mold
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INTRODUCAO

O consumo de queijos finos vem aumentando devido ao aperfeicoamento de
profissionais na producdo de queijos maturados e aos consumidores que buscam
adquirir produtos diferenciados. Entre eles, encontram-se 0s queijos maturados com
mofo branco.

A aparéncia branca aveludada caracteristica desses tipos de queijos, se da
pelo desenvolvimento do Penicillium candidum na superficie, o qual é comercializado
apenas na forma de suspensao de esporos ou de esporos liofilizados, sendo inoculado
direto no leite ou pulverizado na superficie do queijo fresco.

Estes queijos apresentam a massa macia a semi-dura e maturacao (12- 45
dias) em temperatura controlada em 12 °C e umidade relativa alta de
aproximadamente 95%. Esse periodo de maturacdo estad relacionado com as
caracteristicas de textura, sabor e aroma decorrentes do desenvolvimento do P.
candidum na superficie do queijo. Embora seja um queijo de estimada aceitacao
sensorial, ainda existe um mercado a ser explorado.

Queijos com elevada umidade podem ser facilmente contaminados por micro-
organismos do ambiente de processamento ou durante o periodo de maturacao.
Desta forma, se busca uma rapida velocidade de fechamento do micélio superficial, a
fim de gerar uma supressédo dos micro-organismos contaminantes. Além disso, este
micélio deve ser atrativo ao consumidor, sem comprometer ou até mesmo melhorar a
aceitacdo sensorial, preferencialmente mantendo por um maior periodo
caracteristicas de um queijo pouco maturado.

Assim, o objetivo do Capitulo Il foi compreender a percep¢do dos
consumidores frequentes, ocasionais e ndo consumidores de queijos maturados com
mofo branco. No Capitulo Ill, o objetivo foi desenvolver um protocolo de obtencao de
esporos frescos de P. candidum, e inocula-la em queijos frescos, com o propdsito de
avaliar o recobrimento do fechamento do micélio superficial e suas caracteristicas
fisico-quimicas, instrumentais e sensoriais a fim de contribuir no aumento da aceitacéo

e fortalecimento do consumo deste produto.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

- Produzir e avaliar esporos frescos de Penicillium candidum como inéculo em queijos

maturados com mofo branco com base na percepc¢ao do consumidor brasileiro.

Objetivos Especificos
- Identificar e avaliar a percepc¢éo dos consumidores brasileiros no consumo de queijo

maturado com mofo branco;

- Estabelecer um protocolo de obtencdo de esporos frescos a partir de cepas

comerciais de Penicillium candidum:;

- Avaliar nutrientes essenciais ao crescimento do fungo Penicillium candidum;

- Formular uma suspenséo de esporos frescos Penicillium candidum para in6culo em

gueijos frescos;

- Avaliar a composicao fisico-quimica e os parametros instrumentais de queijos
maturados por Penicillium candidum produzidos com esporos frescos e esporos

comerciais;

- Avaliar sensorialmente queijos maturados por Penicillium candidum produzidos com

esporos frescos e esporos comerciais.
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CAPITULO I: REVISAO DA LITERATURA

1.1 A QUALIDADE DO LEITE

A producéo global do leite em 2018 foi de aproximadamente 843 milhdes de
toneladas, apresentando com um aumento de 2,2% em relagdo a 2017. Na América
do Sul, a producéo de leite aumentou 1,6% de 64,4 milhdes de toneladas em 2017,
refletindo um aumento de producdo na Argentina, Brasil, Chile, Uruguai e Colémbia.
No Brasil, a produgdo aumentou 0,8% em 2018, quando comparado ao aumento de
4% em 2017 (FAO, 2019).

No agronegécio, o leite € um dos principais produtos (LANGONI; CALLEFE,
2015). No estado do Parand, a pecuaria leiteira cresceu ao longo das ultimas duas
décadas, sendo que em 2016 foi o segundo maior produtor nacional, responsavel por
14,07% do total, com volume de 4,73 bilhdes de L (litro) in natura e produtividade
meédia de 2.916 L por vaca/ ano. A cidade de Castro € a maior produtora estadual de
leite, e apresenta o titulo de Capital Nacional do Leite, a partir da Lei Federal n®13.584,
de 26 de dezembro de 2017. Em 2016, a regido paranaense dos Campos Gerais
produziu 255 milhdes de L de leite (IBGE, 2016).

O leite deve apresentar uma composicdo completa, isenta de aromas e odores
desagradaveis, livre de residuos de antibioticos, agua ou adulterantes, além de
apresentar baixas contagens de bactérias totais e células somaticas (MURPHY et al.,
2016). Sua producédo requer cuidados e esforcos para que haja melhoramento
genético do animal, controle sanitario, manejo nutricional, praticas de higiene na
ordenha, resfriamento e transporte em baixas temperaturas (APARECIDA et al.,
2000). Do ponto de vista fisico-quimico, o leite consiste em uma mistura homogénea
de diversos componentes como glicerideos, lactose, proteinas, gordura, vitaminas,
sais e enzimas (PEREDA et al., 2005).

Com o proposito de definir e estabelecer normas de producao e qualidade do
leite, o Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) editou a Instrucao
Normativa n° 76 (IN 76) e n°® 77 (IN 77), publicada no dia 30 de novembro de 2018,
gue passou a vigorar em maio de 2019. A IN 76, estabelece caracteristicas de
gualidade da matéria prima (Tabela 1.1), enquanto a IN 77, especifica critérios para a

obtencao de leite de qualidade, envolvendo desde a organizagcdo na propriedade,
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instalacdes e equipamentos, capacitacao dos responséaveis pelas tarefas do dia a dia,

controle de mastite, brucelose e tuberculose (BRASIL, 2018).

Tabela 1.1- Requisitos fisicos, guimicos e microbioldgicos do leite, segundo IN 76.

Composicéao Requisito
Gordura (g/100q) min. 3,0
Acidez (g de acido latico/100 mL) 0,14a0,18
Densidade relativa a 15 °C 1,028 a 1,034

-0,530 °H a -0,550 °H

Indice crioscopico (equivalentes a -0,512 °C e a -0,536 °C)

Solidos ndo-gordurosos (g/100g) min. 8,4
Sdlidos totais (g/1009) min. 11,4
Proteina total (g/1009) min. 2,9
Lactose anidra (g/100q) min. 4,3
Estabilidade ao Alizarol 72% (v/v) Estavel
Contagem padrdo em placas

(UFC/mL) max.300.000
Eggéa;?nel_r;l de células somaticas max. 500.000

Fonte: BRASIL, 2018.

A qualidade do leite inicia-se na ordenha dos animais. Cuidados com a higiene
e utilizacdo de produtos antissépticos e secagem com toalhas de papel descartaveis
nos tetos, diminuiu a carga bacteriana presente no leite. Da mesma forma que a
limpeza e higienizacdo das teteiras e demais equipamentos utilizados na ordenha
auxiliam na reducéo da carga microbiana do leite (LANGONI; CALLEFE, 2015).

Alguns fatores influenciam a composicéo do leite quanto seu teor de proteina,
gordura e lactose, como a estrutura da glandula mamaéaria, sistema secretor,
suprimento sanguineo, sistema linfatico e inervacdo do ubere, por meio de um
processo involuntario, administrado por ac¢fes neurais e hormonais do animal
(PEREIRA, 2000; SILVA; VELOSOS, 2011). Outros fatores como a raca do animal,
estagio, persisténcia e ordem de lactacdo, pratica de ordenha, clima, manejo de
alimentacao e nutricdo e sanidade também podem influenciar a composicdo do leite
(CHAPAVAL; PIEKARSKI, 2000; SILVA; VELOSOS, 2011).

Para produzir um queijo de qualidade, com textura, sabor e aroma
caracteristicos, 0os pequenos e grandes laticinios precisam de um leite cru de
gualidade. Concentracdes superiores, do minimo exigido pela legislacéo (IN 76), para
0s parametros de proteina e gordura sdo positivamente relacionadas com o

rendimento do queijo (PRETTO et al., 2013). Entretanto, altas contagens de células
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somaticas no leite reduzem teores de gordura e proteina, resultando em queijos de
baixa qualidade e aceitabilidade sensorial negativa, com aumento significativo da
lipdlise e protedlise (VIANNA et al., 2008). O pH apresenta maiores valores para leite
com altas contagens de células somaticas. Isso prejudica a formacédo da coalhada,
diminuindo atividade enzimética relacionada ao coalho, ocasionando uma coagulacao
mais lenta e formando um coégulo mais fraco e umido (VIANNA et al., 2008; LI et al.,
2017).

Para reduzir as altas contagens de células sométicas no leite, os animais
infectados por bactérias patogénicas nas glandulas mamarias sdo submetidos ao
tratamento com antibiético (GANGULY et al., 2016). Recomenda-se que na maioria
dos tratamentos dos animais, o leite seja descartado. Caso contrério, a utilizacdo de
leite com residuo de antibidtico para fabricacdo de queijos pode inibir a atividade de
bactérias laticas, e ainda comprometer a saude dos consumidores com presenca de
residuos da droga nos queijos (WALSH et al., 1996; GIRALDO et al., 2017).

O leite além de ser um alimento rico nutricionalmente e muitas vezes inserido
na dieta alimentar, apresenta em sua composicdo micro-organismos que participam
positivamente de mudancas fisicas, quimicas e sensoriais na producao de variados
produtos lacteos. Entretanto, o leite também serve como um substrato para o
crescimento de micro-organismo indesejaveis (MANFRIN; ANDREANI; FRIAS, 2012).
Para avaliar a qualidade microbiologica do leite, podem ser realizadas contagens
padrdo em placas, coliformes totais e termotolerantes e contagem de bactérias
psicrotroficas (MURPHY et al., 2016).

Para a producéo de queijos, o tratamento térmico comumente utilizado é a
pasteurizacdo com bindmio tempo/temperatura que pode variar de 72 °C por 15 s, a
63 °C por 30 min, no caso de pasteurizacdo em bateladas (RASSOLY; DO, 2010;
MURPHY et al., 2016). Quando se aquece o leite em altas temperaturas, espera-se
gue néo haja gelatinizacdo ou coagulacao visivel. Esta instabilidade térmica do leite &
consequéncia da perda da estabilidade das micelas de caseinas (SINGH, 2004).

A estabilidade térmica do leite pode também ser avaliada com valor de pH. O
pH considerado ideal para o leite é entre 6,6 e 6,8 (ZANELA et al., 2006). A
estabilidade do leite passa a ser minima, em pH abaixo de 6,2, onde a quantidade de
célcio idnico presente no leite se eleva, acidificando e reduzindo a carga e a hidratacéo
das proteinas, aumentando a chance de ocorrer a precipitagdo (O’'CONNELL et al.,
2006).
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1.2 PRODUGCAO DE QUEIJOS: ASPECTOS GERAIS

A producéo de queijos tem apresentado as maiores taxas de crescimento nos
tltimos anos. Em 2016, apresentou um valor de vendas de 9,7 bilh6es de reais, com
crescimento de 124% no volume total vendido no periodo de 2005 a 2016, atingindo
785 mil toneladas comercializadas em 2016 (EMBRAPA, 2019).

No Brasil, no ano de 2015, dos 24 bilhdes de L de leite captados e
inspecionados pelas industrias, 46% (11 bilhdes) foram transformados em queijos,
com producdo de 1.105.431 toneladas de queijo, dos quais 70.112 toneladas
correspondem a producédo de queijos finos, como queijo maturado por mofo branco e
azul, queijos duros e semi-duros (ABIQ, 2016).

Em 2019, o consumo brasileiro de queijo foi de 7,3 kg per capita e ha
perspectivas desse consumo chegar a 9,6 kg de queijo per capita em 2030 (MINTEL,
2019). A maior parte do aumento do consumo vird da industria fast-food e
consumidores que buscam queijos especiais, como 0s queijos Brie, Camembert,
Gruyere e Gouda (USDA, 2017).

A producdo de queijos maturados com mofo branco no Brasil iniciou na
década de 1930 no sul do estado de Minas Gerais. Em 2017 foram produzidas
aproximadamente 3.289 toneladas de queijos, correspondendo aos queijos Brie e
Camembert (BRASIL, 2017).

1.3 PRINCIPAIS QUEIJOS MATURADOS POR Penicillium candidum

Entre as diversidades de queijos produzidos em todo o mundo, queijos
maturados com Penicilium candidum assemelham-se entre si pela presenca
aveludada de mofo branco na superficie. O tipo de leite, tecnologia empregada,
didmetro e altura da peca, e periodo de maturacao resultam na obtencédo de mais de
80 tipos de queijos maturados com mofo branco (Tabela 1.2) (HARBUTT, 2010;
SPINNLER; GRIPON, 2004; HUTKINS, 2008; ARTEAU et al., 2010).
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Tabela 1.2- Principais caracteristicas de queijos maturados com mofo branco produzidos em diferentes

paises.
(continua)
p . Denominagéo Tempo d~e Peso Tamanho . .
Pais de origem . maturacao Tipo do leite
do queijo (kg) (cm)
(semanas)
Altenburger D: 20
Alemanha Ziegenkase 4 0,300- 0,500 A 10 cabra
o Keiems D: 11
Bélgica Bloempje 4-8 0,350- 7,0 A a vaca
Escdcia Clava Brie 3 0,250- 1,5 D: A1.1:-325 vaca
. D: 12
Canada Comfort Cream 4-5 0,300 A d vaca
Espanha Tou del Til-lers 6-12 0,450-0,500 DAlgiz vaca
Aged Green C: 30
Estados Unidos Peppercorn 4 1,350 : cabra
A: 10
Chevre
Andante Dairy D5
Picolo 2-4 0,125 : vaca
A4
Blythedale Farm D: 12
Camembert 4 0,225 A 25 vaca
D: 12
Hartwell 4 0,225 A4 vaca
Kunik 2-4 0,300 31_150 cabra e vaca
Fog Lights 4 0,225 D:.10 cabra
A4
Mt Tam 34 0,060 o1 vaca
Old Kentucky D: 25
Tome 4-8 1,800 A10 cabra
D: 25
Franca Brie de Meaux 6-8 3 A:8 vaca
. D: 24
Brie de Melun 8 15 A 35 caca
Brie de Nangis 4-5 1,0 31_253 vaca
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Tabela 1.2- Principais caracteristicas de queijos maturados com mofo branco produzidos em diferentes

paises.
(continuacao)
p . Denominagéo Tempo d~e Peso Tamanho . .
Pais de origem o maturacao Tipo do leite
do queijo (kg) (cm)
(semanas)
. . D:12
Franca Brillat- Savarin 2-4 0,500 A 35 vaca
C:12-13
Brique du Forez 8-12 0,350-0,400 L:3,5-55 vaca
A:25
Camembert de D: 11
Normandie 4 0.250 A:35 vaca
Capri Lezeen 2-3 0,175 D: 8 cabra
P ’ A 15
Coeur de C: 10
Neufchatel 8-10 0,200 A: 25 vaca
. D: 12
Coulommiers 4-8 0,500 A 25 vaca
Chaource 2-8 0,600 ?61'162 vaca
Fougerus 3-4 0,500 I?A\l45 vaca
Gratte-Paille 16 0,300 Ali'7é5 vaca
. D:5
Lou Rocaillou 2 0,085 A 35 ovelha
D: 15
Lou Sotch 12-20 0,030 ovelha
A: 15
D:6-75
Pélardon 2-3 0,085-0,125 cabra
A: 25
Pérail 2 0,085-0,140 D:A’?'Zlo ovelha
Picodon 4 0,115 D: _7’5 cabra
A:5
C:10
Pont-'Evéque 5-6 0,330 L:10 vaca
A: 25
Rigotte de D: 4
Condrieu 2 0,060 A:3 cabra
. D: 13
Saint- Jacques 4-6 0,350 A3 vaca
D: 8-24
Irlanda Cooleeney 8-14 0,200- 1,7 A 2.5-4.5 Vaca
Japéao Sakura 2-4 0,090 DA:\_6é5 vaca
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Tabela 1.2- Principais caracteristicas de queijos maturados com mofo branco produzidos em diferentes

paises.
(concluséo)
p . Denominagéo Tempo d~e Peso Tamanho . .
Pais de origem do aueiio maturacao (kg) (cm) Tipo do leite
quely (semanas) 9
. D: 11
Pais de Gales Pont Gar 5 1,400 A d vaca
. Tomme D: 16 vaca ou
Suica Vaudoise 46 0,100- 0,150 A:3 cabra

Nota: A (altura); C (comprimento); D (diametro); L (largura).
Fonte: Adaptado de Harbutt (2010).

Para o desenvolvimento do fungo branco na superficie, é preciso adiciona-lo
em forma de esporos no leite antes da coagulacdo e/ou inocular na forma de
suspensao de esporos na superficie do queijo fresco apdés a etapa de salga
(BOCKELMANN et al., 1999; GALLI et al., 2016; GILLOT et al., 2016). O
desenvolvimento do micélio na superficie e maturacdo do queijo ocorre num periodo
em torno de 2 a 20 semanas, com controle de temperatura entre 12 °C a 13 °C e
umidade relativa entre 94 e 95 % (HARBUTT, 2010; BOURDICHON et al., 2012;
JUDACEWSKI et al., 2016; LECLERCQ-PERLAT et al., 2015).

O acompanhamento do crescimento do micélio superficial nos queijos envolve
uma estimativa visual (LECLERCQ-PERLAT, 2011), ou ainda, facilmente realizado
por analise colorimétrica avaliando o indice de brancura (JUDACEWSKI et al., 2016).
O micélio na superficie do queijo € um fator responsavel pela atratividade e aparéncia
presente nesta classe de queijo (SPINNLER; LECLERCQ-PERLAT, 2007).

Uma das caracteristicas proporcionadas pelo desenvolvimento do mofo
branco nos queijos € a variacdo do pH durante a maturacdo, a qual também é
responsavel pela formacéao da textura desses queijos. O aumento do pH da superficie
para o centro do queijo, € devido ao consumo de acido latico pelo mofo branco e
producéo de amdnia (SPINNLER; GRIPON, 2004). No inicio da maturacéo, o pH é 4,7
+ 0,1. Apés 45 dias de maturacao, o pH na superficie do queijo pode aumentar para
7,7 £ 0,1, enquanto o centro do queijo pode atingir pH 7,0 + 0,1 (LECLERCQ-PERLAT
et al., 2004).

No Brasil, ndo existe uma legislacdo especifica para queijos maturados com
mofo branco. Esses queijos sdo regulamentados pela Portaria n°® 146 de 07 de marco
de 1996 que dispdes sobre o Regulamento Técnico de ldentidade e Qualidade de

Queijos, do Ministério da Agricultura, Pecuéaria e do Abastecimento (MAPA), que
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objetiva fixar a identidade e requisitos minimos de qualidade, classificando os queijos
guanto ao tipo de coagulacdo, tratamento térmico, contetdo de umidade, gordura e
maturacéo (BRASIL, 1996).

Devido a essas variagdes, 0os queijos se diferem em sua composicdo e
caracteristicas de qualidade adquiridas durante a maturacdo (BATTY et al., 2019).
S&o0 queijos procedentes da tipificacdo do queijo Camembert, uma das variedades
Francesas mais produzidas e consumidas no mundo, seguidos de Brie de Meaux e

Melun.

Queijo Camembert

A historia do Camembert inicia em 1790 na regido da Normandia (Francga), no
vilarejo Camembert, sendo fabricado pela primeira vez por Marie Harel (SPINNLER;
GRIPON, 2004). Camembert de Normandia (denominagdo de origem controlada)
deve ser fabricado a partir de leite bovino da raca Normanda, e apresentar diametro
de 10,5 a 11,0 cm, minimo de 45 gramas de gordura em 100 gramas de queijo ap0s
maturacéo, e pesar no minimo 250 gramas (FRANCE, 2008).

A norma do Codex Alimentarius (276-1973) define o queijo Camembert como:

Camembert é um queijo suave de superficie macia, maturado principalmente
com fungos em conformidade com a Norma Geral para Queijo (CODEX STAN
283-1978), e tendo a forma de um cilindro achatado ou setores do mesmo. O
corpo apresenta uma cor quase branca a amarelo claro e tem uma textura
macia (ao pressionar com o dedo polegar), sem ser fridvel, maturado desde
a superficie até o centro do queijo. Geralmente ndo hé furos de gas, mas séo
aceitas algumas aberturas e rachaduras. Deve desenvolver uma crosta que
deve ser macia, coberta inteiramente por mofo branco, mas pode ter manchas
de tons avermelhados, marrom ou cor de laranja. O queijo inteiro pode ser
cortado posteriormente ao desenvolvimento de fungos.

Queijos Brie de Melun e Brie de Meaux

Diferentes variedades de queijos Brie sdo produzidos a partir de diferentes
tipos de leite, podendo ser encontrado até mesmo com adi¢éo de ervas. Na Franca, o
governo certifica queijo Brie de Meaux e Brie de Melun como queijos de denominacéo
de origem controlada desde 1980 (MECHEMACHE; CHAABAN, 2010).

Brie de Melun € um queijo macio, levemente salgado, produzido com leite cru,
onde a massa deve ser aquecida até atingir temperatura de 30 °C para adicdo do
coalho. A maturacéo deve ser no minimo de 4 semanas e apresentar diametro entre
27 e 28 cm e peso entre 1,5 e 1,8 kg (FRANCE, 1980).
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Brie de Meaux é um queijo macio, levemente salgado, produzido com leite
cru, onde a massa deve ser aquecida até atingir temperatura de 37 °C para adi¢do do
coalho. A maturacdo ocorre em periodo minimo de 4 semanas, devendo o queijo
apresentar diametro entre 36 e 37 cm, e peso entre 2,5 e 3,0 kg (FRANCE, 1986).

A norma do Codex Alimentarius (277-1973) define o queijo Brie como:

Brie € um queijo macio, maturado na superficie principalmente por fungos
brancos, de acordo com a Norma Geral para Queijo (CODEX STAN 283-1978),
apresentando forma de um cilindro achatado. O corpo tem uma cor variando
de quase branco, a cor amarelo-clara e uma textura suave (quando
pressionado pelo polegar), mas néo friavel, maturado a partir da superficie para
o centro do queijo. Por regra, os furos ocasionados por gases estao ausentes,
mas aceitam-se algumas aberturas e rachaduras. Deve desenvolver uma
crosta, que é suave e totalmente coberta por mofo branco, mas pode ter
manchas avermelhadas, marrom ou laranja. O queijo inteiro pode ser cortado
ou moldado em setores antes ou apos o desenvolvimento dos fungos.

1.4PROCESSAMENTO DO QUEIJO TIPO CAMEMBERT

Para produzir um queijo com qualidade, devem ser controladas todas as
etapas do processo. A Figura 1.1 descreve a linha de processamento da Escola
Tecnoldgica de Leite e Queijos com Campos Gerais (ETLQueijos) da Universidade
Estadual de Ponta Grossa — Pr, utilizada na fabricacdo do queijo maturado com mofo

branco deste trabalho.

Figura 1.1- Fluxograma da linha de processamento da ETLQueijos utilizada na fabricacdo do queijo
maturado com mofo branco

Leite in natura
Pasteurizador a

Tanque pulméao ) O\ Placas - Inéculo BL

5 Actel iz
(150 L) 000 Lel}e pdsiteurlzcldo _Cloreto de calcio
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Tanque de coagulagdo soro
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Controladores de
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Enformagem e Prensagem
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7/ 5
Pulverizagé@o /77 Sensor
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Salga

Maturacéao
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Fonte: Judacewski (2015).
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O controle de qualidade inicia-se no recebimento da matéria—prima, a qual
deve ser de boa procedéncia e apresentar propriedades fisico-quimicas e sensoriais
adequadas. No recebimento do leite, o pH deve estar entre 6,6 a 6,8 (LECLERCQ-
PERLAT et al., 2004; BRASIL, 2018). Apoés avaliagao fisico-quimica do leite, realiza-
se um processo térmico de pasteurizacdo, com o intuito de destruir as células
vegetativas dos patdgenos e diminuir o nUmero de micro-organismos que possam
causar a deterioracéo do leite.

A pasteurizacao pode ser realizada por método rapido, em temperatura alta
(HTST- high temperature short time), onde o leite é aquecido a 72 °C, por 15
segundos; ou pelo método de pasteurizacao lenta (LTLT- low temperature long time),
no qual o leite € aquecido a 63 °C por 30 minutos (RASSOLY; DO, 2010; MURPHY et
al., 2016). Nesse momento, ocorre a diminuicdo de bactérias laticas e
aproximadamente 1/3 do calcio soluvel (LEITE et al., 2006). ApOs a pasteurizacao, o
leite é resfriado até atingir temperatura de 34 °C, e adiciona-se fermento latico, para
recompor as bactérias laticas desejadas. Neste momento, € adicionado também
0,04% de solucéo de cloreto de calcio a 50% (JUDACEWSKI et al., 2016; LEITE et
al., 2006).

A escolha do fermento latico, também chamado de cultivo iniciador ou cultura
primaria, possibilita condi¢cdes para formacao das caracteristicas peculiares de cada
gueijo (BERESFORD et al., 2001), além de preparar o leite nas condi¢cdes desejadas
para acado do coalho (LEITE et al.,, 2006). Os fermentos laticos mais utilizados na
producédo do queijo tipo Camembert, incluem bactérias mesofilicas, com atividade de
acidificacao e formacdo de compostos volateis (LECLERCQ- PERLAT et al., 2004;
LECLERCQ- PERLAT, 2011, GALLI et al., 2016, JUDACEWSKI et al., 2016). Assim
como a reposicao das bactérias laticas se faz necesséaria apds a pasteurizacdo, a
reposicdo do calcio a partir do cloreto de calcio 50% é fundamental para o processo
de coagulacao da massa (LEITE et al., 2006).

Apbs adicdo do fermento latico e do cloreto de célcio 50%, monitora-se o pH
do leite, até 6,6, para entdo adicionar o coagulante (HORNE; BANKS, 2004).
Tradicionalmente, o coalho é extraido de tecidos gastricos de bezerros ou filhotes de
cordeiros cujo principio ativo é a quimosina, que coagula o leite através de atividade
proteolitica (FOX; COGAN, 2004; ORDONEZ et al., 2005). Também podem ser
utilizadas proteases de fungos Rhizomucor miehei, Rhizomucor pusilluse
Cryphonectra parasitica (FOX; COGAN, 2004).
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Com a adicdo do coagulante, a a-caseina desestabiliza a micela rompendo a
ligag&o entre os aminoacidos fenilalanina 105 - metionina 106, provocando a liberacdo
das as1; as2; B e K-caseina que se liga com os ions célcio, formando o paracaseinato
de célcio, também chamado de coalhada (HORNE; BANKS, 2004). Apos a formacao
da coalhada, em um tempo de aproximadamente 30 a 40 minutos, é realizado o teste
do ponto de corte da massa. Atingindo o ponto de corte, a massa é cortada com auxilio
de liras com espacamento entre os fios de aco inoxidavel (AISI, 304) de 2,5 cm no
sentido vertical e horizontal, facilitando a expulsao do soro, obtendo um coagulo de
tamanho de 2 cm?® (Figura 1.2) (JUDACEWSKI et al., 2016).

Figura 1.2- Ponto de corte da massa e corte da massa, com auxilio de liras com espagcamento entre o0s
fios de aco inoxidavel (AlISI, 304) de 2,5 cm.

Fonte: O autor.

ApoOs o corte, pode-se ainda realizar um tratamento da massa, aquecendo-a
para auxiliar na expulsdo do soro e favorecer a formacéo de ligacdes intermicelares
proporcionando uma retracdo do coagulo (ORDONEZ et al., 2005). Em seguida, a
coalhada é enformada (Figura 1.3) em formas de 14 cm de diametro, 10 cm de altura,
e peso de aproximadamente 299 g (JUDACEWSKI et al., 2016), ou em formas de 11
cm de diametro, 7,7 cm de altura e pesar cerca de 280g (LECLERCQ- PERLAT et al.,
2004).
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Figura 1.3- Enformagem da massa em formas de 14 cm de diametro e 10 cm de altura.

Fonte: O autor.

O processo de salga dos queijos ocorre em salmoura 20 °Brix, em pH préximo
do pH do queijo fresco, em temperatura de 10 °C por sessenta minutos (LECLERCQ-
PERLAT et al., 2004; JUDACEWSKI et al., 2016). O sal presente na salmoura ajuda
a remover a agua superficial contribuindo para a sinérese, evita o desenvolvimento de
micro-organismos indesejaveis e contribui para o sabor do queijo (BLACK, 2002).

ApOs a retirada dos queijos da salmoura, eles sdo mantidos em camaras de
maturacdo durante 24 horas, em temperatura de 12 °C e 85% de umidade relativa
(LECLERCQ- PERLAT et al., 2004). Nas primeiras 24 horas, o queijo pode atingir pH
de 4,6 a 4,8, devido a acidificacdo ocasionada pelo fermento inoculado no inicio do
processo (LECLERCQ- PERLAT, 2011). Na sequéncia, os esporos de Penicillium
candidum séo aspergidos em suspenséao, de forma que cada peca de queijo contenha
2x108 esporos (JUDACEWSKI et al., 2016). Durante os primeiros 10 dias de
maturacdo, os queijos sdo mantidos em temperatura de 12 °C e umidade relativa de
90%, aumentando para 94% apdés o desenvolvimento do mofo branco na superficie.
Essa classe de queijo € maturada geralmente entre 15 a 40 dias (Figura 1.4)
(LECLERCQ- PERLAT et al., 2004; JUDACEWSKI et al., 2016).
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Figura 1.4 — Queijo maturado com mofo branco

Fonte: O autor.

1.5 MOFO BRANCO

Determinados micro-organismos inoculados em alguns alimentos
caracterizam positivamente alguns produtos (FRANCO; LANDGRAF, 2008). Isso
ocorre em queijos maturados com mofo branco, que sédo fungos filamentosos
pertencentes ao género Penicillium, como Penicillium camemberti, Penicillium
album, Penicillum candidum, Penicillium caseicola e Penicillium rogeri
(BOURDICHON et al., 2012).

A maioria desses micro-organismos foi “domesticada” apés melhoramento
genético, contribuindo para uma melhor adaptacdo ao queijo. Seu desenvolvimento
depende de fatores como pH, oxigénio, concentracdo de sal, temperatura, umidade,
substrato de energia e inibidores (MONNET et al., 2014).

O modo reprodutivo generalizado desses fungos pertencentes aos
Ascomycetos, se da por meio de esporulacdo assexuada com producéo de esporos.
Os esporos sdo chamados também de conidios, produzidos em cadeia na
extremidade de um conidioforo (FOX et al., 2017). Cada conidio é capaz de produzir
uma hifa, o conjunto de hifas € chamado de micélio, que cresce exponencialmente,
desde que nédo ocorra limitacdo do substrato (KRASNIEWSKI et al., 2006; KRULL et
al.,, 2013). As hifas se alongam nas extremidades podendo ainda apds serem
fragmentadas, se alongar e formar uma nova hifa (REZENDE, 2006). Por ser um
micro-organismo aerébio, o desenvolvimento do mofo branco ocorre apenas na
superficie do queijo (LECLERCQ-PERLAT, 2011).
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Os esporos sao tradicionalmente produzidos em “frascos Roux”, e induzidos
a conidiacdo em métodos de cultivo em meios sélidos ou liquidos (SPINNLER;
GRIPON, 2004; BOUALEM et al., 2016; KRASNIEWSKI et al., 2006). A conidiagao
€ influenciada por fatores nutricionais, como a disponibilidade de nitrato de potassio,
glicose e célcio, em reproducdo em meio soélido, enquanto a disponibilidade de
sulfato de amonio inibe a conidiagcdo (KRASNIEWSKI et al., 2006).

Boualem et al. (2016), avaliou a conidiagcdo em meio liquido disponibilizando
como fonte de nitrogénio o nitrato de potassio. A morfologia e fisiologia do fungo,
depende fortemente das condicdes estabelecidas em biorreatores, como
concentracdo do indculo, viabilidade de esporos, valor de pH, temperatura,
concentracdo de oxigénio dissolvido e estresse mecanico.

Bockelmann et al. (1999) induziram a esporulagédo de P. camemberti em
meio submerso utilizando como fonte de energia glicose, amonio e calcio. Segundo
0s autores, as primeiras 12 horas apos a inoculacdo dos esporos sao de adaptacao
ao meio. O processo de germinacédo inicia com inchagco do esporo, através da
absorcao de agua (KRULL et al., 2013). Ap0s 24 horas os esporos incham, passando
de 5 pum (inicial) para 12-14 um. Apos 48 horas, muitos esporos sédo desprendidos
dos conidiéforos por estresse mecanico. Apés 72 horas, os conidioforos sao
altamente ramificados e apresentam pellets de aproximadamente 1 mm de diametro.
Apbs 96 horas, € possivel alcancar uma produgdo maxima de 1,6x108 esporos/mL
(Figura 1.5) (BOCKELMANN et al., 1999).
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Figura 1.5- Esquema do processo de germinagéo de Penicillium camemberti
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Fonte: Adaptado de Bockelmann et al. (1999).

Como inoculo em queijo, 0 mofo branco tem sua importante participacdo nao
apenas na aparéncia aveludada na superficie do queijo, como em reacdes de
biotransformacdes de protedlise e lipdlise. A protedlise é uma das reacdes mais
importantes para essa classe de queijo, contribuindo no desenvolvimento do sabor e
na formacéo da textura (BOUTROU et al., 2001).

A lipdlise contribui significativamente no desenvolvimento do sabor e aroma
do queijo, como precursora de compostos volateis, decorrentes da liberacao de acidos
graxos de cadeia curta (McSWEENEY, 2017). A hidrolise dos triglicerideos € a mais
significativa ocasionada pelas lipases, com liberacdo de acidos graxos, em especial
acidos butirico e caprico (McCSWEENEY, 2017; ORDONEZ et al., 2005).

1.6 EXTENSAO E PROFUNDIDADE DA PROTEOLISE
A protedlise que ocorre na fracdo proteica do queijo, pode ser avaliada como

um controle analitico de qualidade e um parametro de estagio de maturacéo. E

decorrente da atividade enzimatica da quimosina, enzimas da cultura primaria e
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protease natural do leite, e este ultimo contribui em menor grau, formando pequenos
peptideos e aminoacidos (SOUSA; ARDO; McSWEENEY, 2001).

A quimosina apresenta principal funcéo de quebrar a ligacéo fenilalanina 105
e metionina 106 da k-caseina, porém, ela pode ainda, hidrolisar a para-k-caseina em
grandes peptideos. As culturas primarias hidrolisam peptideos da caseina, sendo
alguns peptideos hidrofébicos, causadores do gosto amargo (McSWEENEY, 2017).

As mudancas na protedlise dos queijos podem ser chamadas de “extensao” e
“‘profundidade”. A extensdo da protedlise, se da pela quantidade de substancias
nitrogenadas sollveis, avaliada analiticamente pela precipitacdo isoelétrica da
caseina em pH < 4,6. Enquanto a profundidade da protedlise avalia as substancias
nitrogenadas de baixo peso molecular (aminoacidos, oligo-peptideos e aminas),
avaliada quantitativamente pelo teor de nitrogénio nao proteico, soluvel em &acido
tricloroacético (POMBO; LIMA, 1989).

1.7 ANALISE SENSORIAL

As caracteristicas sensoriais geralmente s&o descritas utilizando termos que
englobam aparéncia, sabor e textura do produto, influenciadas por percepcdes
humanas da viséo, olfato, tato, e percepcédo do alimento na boca. As definicdes
sensoriais diferem entre os individuos devido as particularidades psicologicas,
fisiolégicas, culturais e sociais (DELAHUNTY; DRANKE, 2004).

A primeira aceitacéo do produto de origem alimenticia € a aparéncia, seguido
por aroma, sabor e textura. A analise sensorial sincroniza esses atributos,
respondendo as necessidades dos consumidores (PEDRAO; CORO, 1999). Com o
propésito de avaliar um alimento frente a um mercado consumidor, a analise
sensorial caracteriza o alimento, controla a qualidade e etapas do desenvolvimento
de novos produtos ou produtos reformulados, além de gerar uma possivel reducédo
de custos (FERREIRA et al., 2000).

A Associacao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT, 1993), define analise
sensorial como uma disciplina cientifica usada para medir, analisar e interpretar
reacdes das caracteristicas dos alimentos e materiais. Existem varios métodos para
a realizacdo de analise sensorial, e a escolha do método depende do objetivo

requerido.
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Os métodos podem ser divididos em: 1) Métodos afetivos (teste de
preferéncia e teste de aceitacdo); 2) Métodos de diferenca (teste pareado, teste duo-
trio, teste triangular, teste de ordenacdao, teste de comparagdo mdultipla); 3) Método
analitico ou descritivo (teste amostra Unica, teste de escala, teste de duracdo —
tempo e intensidade, perfil caracteristico); 4) Métodos de sensibilidade (teste de
sensibilidade “Threshold”). Os métodos afetivos apresentam maior variabilidade nos
resultados, pois estdo relacionados as manifestacbes e interesses pessoais,
demostrando se o produto avaliado é preferido a outro ou aceito, e enquanto 0s
métodos descritivos descrevem e quantificam informacdes sobre as caracteristicas
avaliadas do produto (TEIXEIRA, 2009).

Métodos diferenciados para caracterizacdo sensorial frente aos
consumidores vém ganhando popularidade. Dentre eles, “Check all that apply”
(CATA) ou “Marque tudo o que corresponde”, inclui analise de aceitabilidade e
pesquisa de mercado objetivando caracterizar o produto, por métodos afetivos e
descritivos, gerando dados e avaliacbes consistentes em relacdo ao produto
avaliado (VARELA; ARES, 2012; JORGE et al., 2015).

Para a realizacdo do CATA, se faz necessaria uma quantidade minima de
80 avaliadores. No inicio da sesséo, € apresentado aos consumidores uma lista de
palavras ou termos, e os consumidores devem escolher todos os atributos que
descrevem o produto (VARELA; ARES, 2012; ARES et al., 2013; ARES et al., 2014).

Os termos podem incluir atributos sensoriais, intencdo de compra, respostas
emocionais, ou outros termos que o consumidor possa associar ou até mesmo,
caracterizar a amostra (ARES; JAEGER, 2013). Podem ser incluidos na lista, por
sugestdes de um grupo de consumidores ou por um painel de avaliadores treinados
(DOOLEY; LEE; MEULLENET, 2010).

As respostas geradas estdo ligadas diretamente com a percepcdo dos
consumidores, podendo ser utilizadas como dados suplementares para aumentar a
aceitacéo do produto (ALCANTARA; FREITAS-SA, 2018). Para a anélise dos dados,
utiliza-se a estatistica baseada nas andlises multivariadas ou teste qui-quadrado
(ARES; JAEGER, 2013; DOOLEY et al., 2010; JAEGER et al., 2015).

Outra metodologia que vem sendo utilizada é a escala de “Just-About-Right”
(JAR) combinada com analise de penalidade. O Teste de Escala de JAR é utilizado

para medir a intensidade de um atributo sensorial especifico, geralmente contendo
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de 5 a 7 pontos de intensidade, que pode levar a um aumento da aceitabilidade do
consumidor (GACULA et al., 2007; STEFANOWICZ, 2013).

A andlise de penalidade é relacionada com as observacdes das
caracteristicas dos atributos que podem penalizar a aceitabilidade do consumidor,
frente ao produto avaliado. Desta forma, é utilizada para identificar as potenciais
direcdes para a melhoria do produto (PLAEHN; HORNE, 2008).

CONSIDERACOES FINAIS

O leite € um dos principais produtos do agronegocio consumido de forma in
natura ou processado pelas industrias leiteiras, sendo a principal matéria prima para
producédo de queijos, que tem apresentado taxas crescentes de producao nos ultimos
anos. Para produzir um queijo de qualidade, com textura, sabor e aroma
caracteristicos, 0os pequenos e grandes laticinios exigem um leite cru de qualidade
com parametros exigidos pela Instrucdo Normativa n° 76 de 2018.

Dentre a diversidade de queijos que podem ser encontrados, queijos
maturados com mofo branco sédo produzidos em todo o mundo, apresentando
semelhanca de uma casca branca aveludada em sua superficie. Isso ocorre pelo
in6culo de esporos de Penicillium candidum no leite ou na superficie do queijo. Os
esporos se desenvolvem na superficie do queijo, formando um micélio em um periodo
aproximado de 2 a 4 semanas, sob controle de temperatura entre 12 °C e 13 °C e
umidade relativa entre 90 e 95%.

O mofo branco também é responsavel pelas caracteristicas sensoriais de
aparéncia, sabor e textura dos queijos, adquiridas principalmente da lipdlise e
protedlise durante o periodo de maturacdo. Os queijos podem ser caracterizados
sensorialmente com métodos diferenciados como “Check all that apply” (CATA), que
inclui andlise de aceitabilidade e pesquisa de mercado, objetivando caracterizar o
produto. Pode-se ainda ser complementado com escala “Just-about-right” e
penalidades, utilizados para medir a intensidade de um atributo sensorial especifico.

Os esporos de P. candidum sao produzidos tradicionalmente em “frascos
Roux”, e induzidos a conidiagcdo em condicBes apropriadas com fatores nutricionais,

pH, temperatura e concentracdo de oxigénio dissolvido.
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A realizacdo dos experimentos pode ser auxiliada por técnicas estatisticas
como delineamento composto central e metodologia de superficie de resposta. Suas
aplicacbes podem contribuir para a melhoria das formulagdes de produtos ja
existentes, como também auxiliar no desenvolvimento de novos produtos e, na

escolha do ponto viavel que o experimento deve ser realizado.
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CAPITULO Il: PERCEPCOES DOS CONSUMIDORES BRASILEIROS SOBRE
QUEIJOS MATURADOS COM MOFO BRANCO UTILIZANDO ASSOCIACAO DE
PALAVRAS LIVRES

JUDACEWSKI, P.; LOS, P. R.; LIMA, L. S.; ALBERTI, A..; ZIELINSKI, A. A. F,;
NOGUEIRA, A. Perceptions of Brazilian consumers regarding white mould surface-
ripened cheese using free word association. International Journal of Dairy
Technology, v. 72, n. 4, p. 485- 490, 20109.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi compreender as percepcdes e/ou escolhas dos
consumidores brasileiros em relacdo aos queijos maturados com mofo branco,
utilizando o método de associacdo de palavras livres. Participaram do estudo 408
voluntarios das cinco regides brasileiras. Os voluntarios foram classificados quanto
seu consumo, sendo consumidores frequentes (60,5%), ocasionais (16,2%) e n&o
consumidores (23,3%) de queijos maturados com mofo branco. As palavras foram
validadas e divididas em quinze categorias: sentimentos positivos; sentimentos
negativos; textura; sabor/gosto; aroma; aparéncia; localizacdo; ocasido; nacional,
importado; papel; plastico; metal; formato; e desconhecido. Estes foram entédo
subdivididos em seis dimensfes (atitudes e sentimentos; sensoriais; consumo;
regides; embalagem; e desconhecidos). A frequéncia mencionada nessas categorias
foi avaliada pelo teste de qui-quadrado. Um total de 350 palavras foram utilizadas para
descrever as percepcdes dessa classe de queijos. Os voluntarios definiram esse tipo
de queijo com palavras "alta qualidade”, "agradavel”, "bonito", “aroma de aménia e
leite”, “textura macia e cremosa”, “sabor suave”, “aparéncia aveludada”. As
percepcdes do grupo de ndo consumidores desse tipo de queijo eram de um queijo
“caro”, “diferente” e “desconhecido”. A técnica de associagao livre de palavras foi
eficiente em fornecer resultados que podem ajudar a ajustar protocolos, a fim de

fornecer aos consumidores as qualidades esperadas para esse tipo de queijo.

Palavras chaves: Consumo de queijo, atitude e sentimento, caracteristicas
sensoriais, percepc¢ao do consumidor.

ABSTRACT

The aim of this study was to understand the perceptions and/or choices of Brazilian
consumers regarding white mould surface-ripened cheeses using the free word
association method. A total of 408 volunteers from five Brazilian regions participated
in the study. The volunteers were classified as either frequent (60,5%), occasional
(16,2%) or non-consumers (23,3%) of white mould surface-ripened cheese. The words
were evaluated by inductive coding and were divided into the following fifteen
categories: positive feelings; negative feelings; texture; flavour/taste; aroma;
appearance; location; occasion; national; imported; paper; plastic; metal; format; and
unknown. These were then sub-divided into six dimensions (attitudes and feelings;
sensory; consumption; regions; packaging; and unknown). The frequency that these
categories were mentioned was evaluated using the chi-square test. A total of 350
words were used to describe the perceptions of this cheese class. The volunteers
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defined this cheese class using the words ‘high quality’, ‘nice’, ‘beautiful’,
‘ammonia/milk aroma’, ‘soft and creamy texture’, ‘mild flavour’ and ‘velvety
appearance. The volunteers considered that this type of cheese would generally be
consumed at home or in restaurants, in colder regions of Brazil and with friends or at
social gatherings. The perceptions of the group of non-consumers of this type of
cheese were that it was “expensive”, “different” and “unknown”. The free word
association technique was efficient in providing results that can help to adjust protocols
in order to provide consumers with the qualities that are expected for this type of
cheese.

Keywords: Attitude and feeling, cheese consumption, consumer perception, sensory
characteristic.

2.1 INTRODUCAO

Os avancos na tecnologia da fabricacdo de queijos sao impulsionados pela
demanda por qualidade. Os avancos incluem a qualidade do leite, desenvolvimento
de culturas lacticas e coalhos, assim como equipamentos e automagao (JOHNSON,
2017). No entanto, poucas inovagdes tecnoldgicas foram desenvolvidas com queijos
maturados com mofo branco. No Brasil, esse tipo de queijo se tornou mais popular no
inicio do século XXI. A producdo nacional apresenta aumento a cada ano, atingindo
3.289 toneladas, composta por queijo tipo Brie (72 %) e tipo Camembert (28%)
(BRASIL, 2017).

Esses queijos sdo recobertos com um micélio branco, produzido por
Penicillium camemberti, responsavel por reacdes quimicas que ocorrem durante o
crescimento e maturacdo dos queijos (KUMURA et al., 2019). Essas reacfes séo
responsaveis pelas caracteristicas tipicas de aparéncia, sabor e aroma do queijo
(SPINNLER; GRIPON, 2004).

No entanto, a composi¢cdo do leite (MICHALSKI et al., 2003), tratamento
térmico do leite, culturas primarias (GALLI et al., 2016; JUDACEWSKI et al., 2016),
tecnologia empregada (BATTY et al.,, 2019), periodo e condicbes de maturacéao,
também podem influenciar as caracteristicas sensoriais desse tipo de queijo
(LECLERCQ-PERLAT et al., 2015).

A decisao de consumir queijos maturados com mofo branco € um processo
complexo que envolve fatores sensoriais e ndo sensoriais (ARES; DELIZA, 2010a).
Pesquisas qualitativas buscam compreender as motivacdes e percepcdes do

comportamento do consumidor no campo da ciéncia alimentar (JERVIS; DRAKE,
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2014). Técnicas projetivas usam um estimulo, onde voluntarios projetam seus
sentimentos e crengas conscientemente e inconscientemente (GAMBARO, 2018).

Técnicas aplicadas no campo da psicologia estdo sendo cada vez mais
utilizadas e aplicadas em alimentos, a fim de compreender as percepc¢des e escolhas
dos consumidores. Essas técnicas foram utilizadas com consumidores e nao
consumidores de bebidas de leite fermentado e iogurtes (ESMERINO et al., 2017;
PINTO et al., 2018), queijo Cheddar (SPEIGHT et al., 2019), agua mineral engarrafada
(PACHECO et al., 2018) e carne de cordeiro (ANDRADE et al., 2016).

Associacao de palavras livres é uma técnica projetiva, com uma abordagem
nao invasiva, que acessa as partes conscientes e inconscientes da mente de um
individuo expressando espontaneamente os primeiros pensamentos, imagens e/ou
sentimentos que vém a mente (ARES; DELIZA, 2010b; VIDAL et al., 2013). Os dados
podem ser coletados rapidamente, alcancando um grande nimero de pessoas, com
tarefas que podem ser realizadas utilizando a internet (ELDESOUKY et al., 2015). Os
consumidores recebem um estimulo, como uma lista de palavras, figuras, frases ou
perguntas, que estdo associadas as questdes levantadas por pesquisadores (VIDAL
et al., 2013).

A técnica de associacao de palavras abrange uma ampla citacdo de termos
gue ajudam a descrever a expectativa dos consumidores de um determinado produto
(ELDESOQUKY et al., 2015). Os resultados obtidos por esse método podem ser
utilizados para reformular ou desenvolver novos produtos (SOARES et al., 2017).
Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar as percepcdes dos consumidores
brasileiros sobre queijos maturados com mofo branco utilizando a técnica de

associacao de palavras livres.

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Voluntarios

A amostra minima de voluntarios (385) utilizada para estimar a percepc¢ao dos
consumidores brasileiros em relacdo aos queijos maturados por mofo branco, foi
calculada de acordo com Levin (1987), considerando um total de 206.061.204
habitantes (IBGE, 2016) com 50% de heterogeneidade, assumindo 5% como margem

de erro e intervalo de confianca de 95%. Ao todo, 408 voluntérios das cinco regides
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brasileiras (centro-oeste, sul, sudeste, norte e nordeste) foram selecionados de acordo
com a disponibilidade. Esses voluntarios ndo precisavam necessariamente ser

consumidores desse tipo de queijo.

2.2.2 Associagao de Palavras

O questionario foi elaborado na plataforma Google Forms, apds aprovacao
pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Estadual de Ponta Grossa, Parana,
Brasil (projeto numero 84057918.4.0000.0105). Os voluntarios acessaram o
guestionario via e-mail e redes sociais. O questionario foi dividido em trés fases. Na
primeira fase, os voluntérios responderam a questdes sociodemograficas (regido do
Brasil onde moravam, género, idade, escolaridade e renda mensal). Na segunda fase,
os voluntarios responderam perguntas sobre a frequéncia com que consumiam queijo
maturado com mofo branco. Dependendo da resposta desta pergunta, os voluntarios
foram divididos em trés grupos: consumidores frequentes (consumo pelo menos uma
vez por més / pelo menos uma vez por semana / todos os dias ou quase todos o0s
dias); consumidores ocasionais (consumo algumas vezes a0 ano); e nao
consumidores. Na terceira fase do questionario, os voluntarios concluiram a tarefa de
associacao de palavras. No cabecalho do questionario, havia uma fotografia do queijo
maturado com mofo branco. Para extrair o maximo de palavras possivel, foi solicitado
aos voluntarios que anotassem suas primeiras palavras, imagens, associacoes,
sentimentos ou pensamentos (ANDRADE et al., 2016; SOARES et al.,, 2017) em
relacéo a impresséo geral, sabor, textura, tipo de consumo e tipo de embalagem de

gueijo maturado com mofo branco.

2.2.3 Analise dos dados

Cada questionario respondido foi verificado na plataforma Google Forms, e
todas as palavras foram validadas e consideradas para analise dos dados. Devido ao
alto numero de respostas obtidas, as palavras mais relevantes associadas ao produto,
receberam uma abordagem diferente para a analise dos dados. O método de
triangulacao foi utilizado para estabelecer uma tabela de contingéncia da frequéncia
de cada categoria, seguido pelo teste qui-quadrado, o qual permite identificar as

diferencas significativas entre as categorias (SYMONEAUX et al., 2012).
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

2.3.1 Questdes sociodemogréficas e frequéncia de consumo

Um total de 408 voluntarios das cinco regides brasileiras (57,1% sul; 17%
sudeste; 19,6 % nordeste; 3,7% centro-oeste; 2,6% norte) participaram da pesquisa.
Dos voluntarios que responderam o questionario, 75% sao do género feminino e 25%
do género masculino, com idade entre 16 a 32 anos (59,3%); 33 a 49 anos (31,6%);
50 a 65 anos (8,7%), e acima de 65 anos (0,4%), com grau de instrucdo de pOs-
graduacéo (68%), ensino superior completo (18%), ensino superior incompleto (12%).
Considerando o salario minimo (em 2019) de R$ 998,00, 24,9% dos voluntarios,
apresentam renda mensal de dois a cinco salarios minimos, 22,7% mais de dez
salarios minimos, 19,5% entre cinco a dez salarios minimos, 18% apresentavam
renda de até dois salarios minimos, 8,7% néo apresentam renda.

Os voluntarios foram classificados quanto a frequéncia de consumo de queijo
maturado com mofo branco (Tabela 2.1). Um total de 60,5% dos voluntarios foram
classificados como consumidores ocasionais, 16,2% como consumidores frequentes
e 23,3% afirmaram ndo consumir queijo maturado com mofo branco.

As variaveis sociodemograficas utilizadas neste estudo possibilitaram estimar
diferentes padrbes de preferéncia do consumidor em relacdo a estrutura familiar e
comportamento de compra (ELDESOUKY et al., 2015). No Brasil, existe uma
diversidade de alimentos de norte a sul, que é influenciada por grupos étnicos que
emigraram para o Brasil, contribuindo para a formacédo de diferentes tradicbes
culturais regionais, técnicas culinarias, aromas e praticas culinarias (SHINOHARA et
al., 2015). As regides sul, sudeste e centro-oeste apresentam semelhancas culturais,
influenciadas principalmente por imigrantes europeus. Por outro lado, as regides norte
e nordeste foram influenciadas principalmente por portugueses, africanos e indigenas
(SONATI et al., 2009).
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Tabela 2.1- Questdes sociodemograficas para voluntarios brasileiros quanto a frequéncia de consumo
de queijo maturado com mofo branco.

% Voluntarios (n: 408)

Consumidores Consumidores Nao consomem
frequentes ocasionais

Regido de
habitacdo
Centro Oeste 0,2 2,0 15
Sul 13,0 37,0 7,1
Sudeste 2,0 11,0 4,0
Norte 0,3 2,0 0,3
Nordeste 1,8 8,2 9,6
Género
Feminino 13,0 46,0 16,0
Masculino 5,0 13,0 7,0
Idade
18 a 32 anos 51 35,9 18,3
33 a 49 anos 7,4 20,1 4.1
50 a 65 anos 3,0 51 0,6
Acima de 65 0,2 0,2 0
anos
Escolaridade
Fundamental 0 0,4 0,4
completo
Médio completo 0,4 0 0,4
Superior 11,0 3,0 4,0
completo
Superior 54 0,5 6,0
incompleto
Po6s-Graduacao 44,0 12,0 12,0
Nao estudou 0 0,5 0
Renda
Até 2 salarios* 0,6 10,0 7,4
2 a 5 salarios 2,5 18,0 4.4
5 a 10 salérios 5,0 12,0 2,5
>10 salarios 7,0 13,0 2,7
Sem salario 0,7 3.8 4,2
Nao respondeu 0,7 4,3 1,2

Nota: *Salario minimo com valor de R$ 998,00.

O grupo de consumidores frequentes de queijo maturado com mofo branco,
apresentou maior concentracdo na regido sul do Brasil, sendo do género feminino,
com idade entre 33 e 49 anos, estudantes de pos-graduacéo, e renda mensal superior
a 10 salarios minimos (7%). O grupo de consumidores ocasionais também se
concentrou na regido sul do Brasil (37%), do género feminino (46%), entre 18 a 32

anos (35,9%), estudantes de pos graduacgéo (12%) e renda mensal entre dois a cinco
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salarios minimos (18%). O grupo de ndo consumidores concentrou-se na regiao
nordeste do Brasil (9,6%), do género feminino (16%), com idade entre 18 a 32 anos
(18,3%), pbés-graduandas (12%), com renda de até dois salarios minimos (7,4%)
(Tabela 2.1).

2.3.2 Associacao de palavras

Um total de 350 palavras foram descritas pelos voluntarios. As primeiras
palavras, imagens, associagdes, sentimentos ou pensamentos relatados pelos
voluntarios, foram relacionadas a impresséao global, sabor, textura, forma de consumo
e tipo especifico de embalagem de queijo maturado com mofo branco. A utilizacao da
técnica de associacdo de palavras pode ser aplicada na inddstria, como uma
estratégia de marketing, no desenvolvimento de novos produtos e na reformulacéo de
produtos ja existentes (PINTO et al., 2018).

O grupo de consumidores ocasionais mencionaram 250 palavras, enquanto o
grupo de consumidores frequentes e ndo consumidores, mencionaram 162 e 148
palavras, respectivamente. Considerando a impressao global dos trés grupos de
consumidores, as palavras mencionadas com mais frequéncia para descrever a
percepcao do queijo maturado com mofo branco e suas caracteristicas sensoriais
foram “alta qualidade”, “caro”, “cremoso” e “macio”, “saboroso” e “amargo” (Figura
2.1).

Figura 2.1 - Porcentagem da frequéncia das palavras mais citadas pelos voluntarios em relacéo a
impressao global de queijo maturado com mofo branco.
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A percepgdo dos grupos de consumidores frequentes, ocasionais e ndo
consumidores, apresentaram diferenca significativa (x2172,7; p< 0,0001). As palavras
mencionadas foram agrupadas em 15 categorias, e subdivididas em 6 dimensdes:
atitude e sentimento, sensorial, consumo, regido, embalagem e desconhecido, como
mostrado na Tabela 2.2.

A dimensao atitude e sentimento foi subdividida nas categorias de
sentimentos positivos e negativos (Tabela 2.2). Os consumidores ocasionais
mencionaram sentimentos positivos com mais frequéncia, sugerindo que o queijo é
de "alta qualidade", "agradavel" e "bonito". Qualidade € um conceito complexo, que
envolve as percep¢des dos consumidores sobre as caracteristicas dos produtos e 0s
motivos que os levam a adquiri-los. Grunert et al. (2000) observaram que a descri¢cdo
do teor de gordura de um queijo é considerada uma qualidade (caracteristica do
produto) por estar relacionada ao sabor (dimenséao da qualidade), motivando a compra
(proporcionando prazer). No entanto, o preco do produto também € um fator que pode
vir a interferir na escolha do consumidor.

A maior frequéncia de mencéao de sentimentos negativos ocorreu no grupo de
nao consumidores, cujas percepcdes do queijo eram de um queijo ‘caro’, 'feio’ e
‘estranho’ (Tabela 2.2). Essas percepcdes podem estar relacionadas a falta do habito
de consumir esse tipo de queijo e questdes culturais (SOARES et al., 2017). Esses
resultados podem ser Uteis para a industria de laticinios, uma vez que essas
percepcdes podem sugerir alternativas para transforma-las em percepcdes positivas
para este tipo de queijo. O fato deste grupo ter a percepcao de que o queijo maturado
com mofo branco é “caro”, pode representar uma barreira para aumento do consumo
(ANDRADE et al., 2016; SPEIGHT et al., 2019).
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Tabela 2.2- Percentual de frequéncia de palavras avaliadas por associacdo de palavras por

consumidores frequentes, ocasionais e ndo consumidores de queijo maturado com
mofo branco.

Frequéncia de Mencéo (%)
Palavras N&o
Dimenséo Categorias individuais mais Consumidores Consumidores Consumidor
relevantes Frequentes Ocasionais es
Sentimentos .
positivos aAlﬁjg\‘j::'dﬁneiio 32 131 24 (-)*
Atitudes e 9 '
Sentimentos Sentimentos Caro. feio
i ’ ' _\* _\kkk Fkk
negativos estranho 4(-) 23 (-) 28 (+)
Textura Macio, cremosos 37 118 16 (+)***
Sabor/ Amonia, leite, i - Nk
Gosto manteiga 130) 94 (1) 130)
Caracteristicas Cogumelo,
Sensoriais Aroma estabulo 5 15 2
Casca aveludada,
Aparéncia branca, bonita 10 62 (H)* 8 (-)*
Casa,
Localizagéo restaurante, 18 73 17
regides frias
Consumo Co_rp amigos,
reunides sociais,
Ocasido acompanhado 4 23 4
com vinho
. Brasil, Minas
N Nacional Gerais, Sudeste 14 39 17
Regido Importado Franca, Europa
Papel Papel cartdo 10 (+)* 19 1(-)*
Filme plastico,
Plastico transparente, 8 17 (-)* 11
plastico
Embalagem Metal Lata, "’!'“m'”"" 4 5 (-)* 4
laminado
Redondo,
Formato fra_c:Jonado, 3 9 2
triangulo
. . Diferente, skk Fokk —
Desconhecido Desconhecido desconhecido 2() 17 (-) 35 (+)

Nota: efeito qui-quadrado por célula (+) ou (-) indica que o valor observado foi maior ou menor que o
valor tedrico esperado. p< 0,05; **p< 0,01; ***p< 0,001.

A dimensédo sensorial incluiu as categorias de textura, sabor/gosto, aroma e
aparéncia. O queijo maturado com mofo branco foi descrito como um queijo de textura
macia e cremosa, com sabor suave, aroma de aménia/leite e aparéncia aveludada
(Tabela 2.2). Essas caracteristicas foram diversas vezes mencionadas, sugerindo que
0s consumidores esperam uma padronizacdo dos produtos, 0s quais devem
apresentar sempre as mesmas caracteristicas (SOARES et al., 2017).

Na categoria sabor/gosto, os consumidores ocasionais mencionaram a maior

contagem de palavras (Tabela 2.2). Embora o sabor suave seja um atributo mais
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esperado neste tipo de queijo, os atributos de gosto amargo e sabor de amonia foram
diversamente mencionados nos trés grupos de consumidores.

Sabor, gosto, aroma e aparéncia sao percepcdes determinantes na escolha e
aceitacao de um produto alimenticio. Além da textura, essas caracteristicas em
gueijos sdo mais evidentes apds o periodo de maturacdo. Os aromas de "cogumelo”
e "estabulo" foram os mais citados pelos trés grupos de consumidores. O aroma
caracteristico deste queijo € devido a atividade proteolitica e lipolitica causada pela
presenca do mofo branco na superficie, o qual é responsavel pela liberacdo de
compostos de baixo peso molecular (GALLI et al., 2016). As palavras “aparéncia
aveludada”, “crosta branca” e “bonita” presentes na categoria de aparéncia (Tabela
2.2) sao decorrentes do crescimento do mofo branco na superficie do queijo
(SPINNLER; GRIPON, 2004).

Esse tipo de queijo é consumido com mais frequéncia em casa ou em
restaurantes, em regides mais frias do Brasil, com amigos ou em reunides sociais e,
geralmente, harmonizado com vinho (Tabela 2.2). Essas palavras se referem as
caracteristicas positivas associadas ao consumo de queijo maturado com mofo branco
em momentos felizes e especiais. A técnica de associacdo de palavras pode ser
utilizada em pesquisa de mercado e também no marketing de produtos (VIDAL et al.,
2013).

A dimensao regido incluiu as categorias nacional e importada. O queijo
maturado com mofo branco apresentou percepcdo pelos trés grupos de
consumidores, como sendo um queijo produzido e comercializado principalmente na
regido sul ou sudeste do Brasil (Minas Gerais, estado mais mencionado) e/ou
importado de paises como a Franca (Tabela 2.2). Essas percepc¢des podem estar
associadas ao fato de que a maior parte da producao de leite no Brasil estd no sul e
sudeste do pais. O fato dos trés grupos de consumidores mencionarem a importacao
desse tipo de queijo de paises como a Franca, esta ligado ao perfil de mercado de
gueijos com denominacao de origem protegida, como Camembert, Brie de Meaux e
Melun (FACTORS, 2010).

A decisdo de comprar um produto pode ser influenciada por varios aspectos,
incluindo o tipo de embalagem (ELDESOUKY et al., 2015). A dimensédo da embalagem
incluiu as categorias de papel, plastico e metal. Embalagens de papel e plastico, de
formato arredondado, dispostas em pedagos fracionados, foram o0s termos mais

mencionados (Tabela 2.2). A primeira impressdo e interesse do consumidor é



48

desempenhada pelo formato e cor da embalagem a qual o alimento é inserido (ARES;
DELIZA, 2010b). Eldesouky et al. (2015) utilizaram a técnica de associacdo de
palavras e descobriram que os consumidores de queijo esperam uma embalagem de

material seguro, facil de abrir e transparente, facilitando a visualizagédo do queijo.

2.4. CONCLUSAO

O uso da técnica de associacao de palavras possibilitou avaliar as percepc¢oes
dos consumidores brasileiros (e ndo consumidores) em relacdo ao queijo maturado
com mofo branco. Essas palavras séo influenciadas pelos grupos étnicos que
emigraram ao Brasil e contribuiram para a diversidade de alimentos encontrados no
pais. Os voluntarios definiram esse tipo de queijo como “alta qualidade”, “bom”,
‘bonito” e “macio”, com textura cremosa, sabor suave, aroma de amonia/leite e
aparéncia aveludada. Além disso, as percepcoes dos grupos de consumidores eram
de que esse tipo de queijo € consumido com maior frequéncia em casa ou em
restaurantes, em regides mais frias do Brasil, com amigos ou em reunides sociais e,
muitas vezes, acompanhado com vinho.

Também foi possivel entender as percepcdes do grupo de ndo consumidores
desse tipo de queijo. Eles o definram como um queijo “caro”, “diferente” e
“desconhecido”, destacando as percepg¢des negativas desse grupo em relacéo as
caracteristicas do queijo maturado com mofo branco. Usando os resultados deste
estudo, os fabricantes podem ajustar seus protocolos para fornecer as caracteristicas
esperadas pelos consumidores. Isso pode ajudar a desenvolver estratégias para
fortalecer o consumo frequente e ocasional de queijo maturado com mofo branco e

também para incentivar seu consumo por agueles que ndo consomem este produto.
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CAPITULO lll: PRODUCAO E APLICACAO DA SUSPENSAO DE ESPOROS
FRESCOS DE Penicillium candidum COMO INOCULO SUPERFICIAL EM QUEIJO

RESUMO

Queijos maturados com mofo branco, apresentam aparéncia branca aveludada,
proveniente do desenvolvimento do Penicillium candidum em sua superficie. O in6culo
do P. candidum ocorre por aspersédo de esporos dispersos em solucdo salina. Com
objetivo de reduzir o tempo de recobrimento do micélio superficial, foram avaliados
nutrientes para producao de esporos frescos de P. candidum, e sua aplicabilidade e
avaliacdo na maturacdo em queijos. Para obtencdo de esporos frescos, utilizando
delineamento composto central, foi possivel definir o meio de cultura em pH 6,6, e 12
% de solucdo de sais, obtendo uma contagem de 2,6x10° de esporos por placa de
petri (diametro de 9 cm). ApGs obtencdo de esporos frescos, dois lotes de queijos
foram produzidos. No primeiro lote, foi inoculado uma suspenséo de esporos frescos
(QF), no segundo lote uma suspenséo de esporos comerciais (QC), ambos maturados
e avaliados durante 40 dias. Foi observado que os queijos QF, obtiveram menor tempo
para fechamento do micélio superficial, apresentando no quinto dia de maturacao
indice de brancura (WI) (p< 0,05) de 75, enquanto para o queijo QC o micélio ficou
perceptivel no sétimo dia de maturagdo com o WI de 78. Os queijos QF também
apresentaram maiores indices proteoliticos, quando comparados com os queijos QC.
Apos 40 dias de maturacao os queijos QF e QC apresentaram diferenca (p< 0,05) de
9%, 11% e 10% nas avaliacdes de indice de extensdao, indice de profundidade e
tirosina, respectivamente. A maior aceitacdo sensorial foi observada na amostra de
gueijo QF (81%), apds 20 dias de maturacgéao, seguido da amostra QC e QF com 20 e
30 dias de maturacéo (p< 0,05), respectivamente. Pela anélise “Check all that apply”
(CATA) as amostras QF 20 e 30 dias de maturacao e QC 20 dias de maturacao foram
agrupadas e caracterizadas como queijos macios, de casca aveludada, cor amarelo
claro e odor de manteiga. Desta forma, devido as caracteristicas encontradas nas
amostras de queijos QF com 20 e 30 dias de maturacéo, € favoravel a utilizacdo de
esporos frescos de P. candidum como in6culo para queijos maturados com mofo
branco.

Palavras chaves: conidiacéo; fatores de crescimento fungico; indice de maturacéo;
gueijo tipo Camembert.

ABSTRACT

White mold-ripened cheeses have distinct sensory characteristics due to the growth
and metabolism of Penicillium candidum on its surface. The inoculum of P. candidum
occurs by spraying lyophilisates, dispersed in a saline solution. In spore production,
the nutritional factors and the pH of the medium influence the confidentiality process.
Between the germination of the spores and the closure of the superficial mycelium in
the cheese, it takes approximately 10 to 12 days. During this period, cheeses are
susceptible to contamination. In this way, the objective of the work was to optimize
the production of a fresh spores of P. candidum in order to decrease the time of
closing of the mycelium with out compromising the sensory quality of the cheeses
made with commercial spores. The culture medium of the association of P. candidum,
optimized the solution of minerals and pH. Two batches of cheese were used. In the
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first, a suspension of fresh spores (QF) was inoculated, in the second, a suspension
of commercial spores (QC). Maturation was monitored for 40 days. It was observed
that QF, obtains a shorter closing time of the superficial mycelium, did not present a
fifth day of whiteness maturation index (WI1) (p <0.05) of 75. Where as for QC, cheese
or mycelium remained noticeable on the day of ripening with 78 WI. QF also showed
higher levels of protection when compared to QCs. After 40 days of maturation in the
QF and QC cases, a difference (p <0.05) of 9%, 11% and 10% in the analysis of
extension index, depth index and tyrosine, respectively. The greatest sensory
acceptance was observed in the QF cheese sample (81%), after 20 days of
maturation, followed by the QC and QF sample with 20 and 30 days of maturation (p
<0.05), respectively. By the analysis of the main components and “Check all that
apply” (CATA), such as QF 20 and 30 days of maturation and QC 20 days of
maturation were grouped and characterized as soft mallets, velvety peel, light yellow
color and odor of butter. Thus, due to the characteristics presented in QF cheeses
with 20 and 30 days of maturation, it is favorable to the use of fresh P. candidum
fresh spores as an inoculum for white mold-ripened cheeses.

Keywords: conidiation; fungal growth factors; maturation index; Camembert type
cheese.

3.1 INTRODUCAO

Fungos filamentosos, do género Penicillium, como Penicillium camemberti,
Penicillium album, Penicillium candidum, Penicillium caseicola e Penicillium rogeri,
estdo presentes na fabricacdo de mais de oitenta tipos de queijos maturados com
mofo branco (HARBUTT, 2010; BOURDICHON et al., 2012; SMITH, 2014).

Na superficie do queijo, a presenca deste fungo se da por adicdo de esporos
no leite e/ou pulverizacao na superficie do queijo fresco (BOCKELMANN et al., 1999;
GALLI et al., 2016). O micélio fica visivel a olho nu apo6s o quinto dia de maturacéao,
sendo preferencialmente consumido entre o vigésimo e trigésimo dia de maturacéo
(JUDACEWSKI et al., 2016; GALLI et al., 2016).

No Brasil, os queijos sdo embalados para comercializacdo quando
apresentam um micélio branco suficientemente desenvolvido. Preferencialmente, os
consumidores esperam uma embalagem facil de abrir, transparente para
visualizacdo do produto e com boa vedacdo (ELDESOUKY et al.,, 2015). Sua
comercializacao ocorre quando o queijo ainda esta fresco ou parcialmente maturado
(aproximadamente 15- 20 dias de maturacdo) (JUDACEWSKI et al., 2016; PEREIRA
et al., 2020).

Apbés esse periodo, seu consumo tende a ficar restrito devido ao

desenvolvimento excessivo de amargor, com sabor amoniacal, textura da massa
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liquefeita e escurecimento do mofo na superficie do queijo. Dependendo da
preferéncia do consumidor, essas caracteristicas podem passar uma percepcao
desagradavel (BATTY et al., 2019).

Durante o periodo de maturacdo, o mofo branco participa das principais
reacdes de glicélise, protedlise e lipolise, responséveis pelas caracteristicas tipicas
de aparéncia, sabor e aroma do queijo (SPINNLER; GRIPON, 2004). Os
consumidores desta classe de queijos descrevem-no como um produto de alta
gualidade, com aroma de amonia e leite, textura macia e cremosa, sabor suave de
cogumelo e aparéncia aveludada (JUDACEWSKI et al., 2019).

Para obtencdo dessas caracteristicas, 0s queijos sdo maturados sob
controle de temperatura podendo variar de 11 a 13 °C e umidade relativa entre 85 a
95% (LECLERCQ- PERLAT et al., 2015; JUDACEWSKI et al., 2016; GALLI et al.,
2016; JACKSON; DOBSON, 2016; BATTY et al., 2019).

O modo reprodutivo generalizado desses fungos é por esporulagédo
assexuada, com producdo de esporos, também chamados de conidios, produzidos
em cadeia na extremidade de um conidiéforo (BLACK, 2002). Cada conidio é capaz
de produzir uma hifa, o conjunto de hifas € chamado de micélio, que cresce
exponencialmente, desde que ndo ocorra limitacdo do substrato (KRASNIEWSKI et
al., 2006; KRULL et al., 2013).

Os esporos sao tradicionalmente produzidos em “frascos Roux”, e induzidos
a conidiacdo em meétodo de cultivo em meio solido, onde os esporos sao colhidos
assepticamente com uma solucdo de 50 mL de cloreto de sodio a 0,9%
(KRASNIEWSKI et al., 2006). Boualem et al. (2016) avaliou a conidiacdo em cultura
liquida submersa, e verificou uma menor taxa de conidiacdo quando comparado com
cultura em estado solido.

A germinacdo dos esporos € influenciada pelas condicbes ambientais
favoraveis, com umidade, luz, temperatura, pH e nutrientes adequados, como a
disponibilidade de nitrato de potassio, glicose e calcio em reproducdo em meio solido
(KRASNIEWSKI et al., 2006; GILLOT et al., 2016). Também foi observado que a
inibicdo da conidiacdo do P. candidum, pode se dar pela disponibilidade de sulfato
de amoénio (KRASNIEWSKI et al., 2006). Portanto, os objetivos deste trabalho foram
avaliar os nutrientes para producdo de esporos frescos de P. candidum, e sua

aplicabilidade na maturagao de queijos.
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3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Material

Para a realizacdo dos experimentos foi utilizado leite de vacas da raca
Holandesa e mesticas (Holandés x Jersey x lllawarra), proveniente da primeira
ordenha, retirado da linha de transferéncia para o tanque de expanséao. Este leite foi
coletado da Fazenda Escola Capao da Onca (FESCON) pertencente a Universidade
Estadual de Ponta Grossa (UEPG), localizada na estrada Ponta Grossa/ltaiacoca, Km
7, e encaminhado para andlise na Associacdo Paranaense de Criadores de Bovinos
da Raca Holandesa.

Foi utilizada cultura latica liofiizada FD-DVS CHN-22 (Crh Hansen,
Hoersholm, Denmark) contendo Lactococcus lactis subsp. cremoris, Leuconostoc,
Lactococcus lactis biovar diacetylactis, Lactococcus lactis subsp. lactis. Na cultura
secundaria foi utilizado Penicillium candidum 35V (Sacco®, Campinas, Brasil).

3.2.2 Métodos

3.2.2.1 Obtencéao de esporos frescos de Penicillium candidum

Para obter a formacéao de conidios de Penicillium candidum, foi avaliado meio
agar proposto por Krasniewski et al. (2006) com modifica¢cdes. O meio sélido utilizado
como cultivo apresentava em 100 mL: 2 g de D-glicose (Synth); 2 g de agar bactericida
(Kasvi); 0,66 g de fosfato diaménico (Vetec); 0,88 g de citrato de sodio (Reatec) e
solucdo de sais avaliadas em diferentes concentracdes. A solucdo de sais
apresentava em 100 mL: 50 mg CuSO04.5H20; 34 mg MnSO4.H20; 20 mg
ZnS04.7H20; 1,5 g MgS04.7H20; 1,3 g KH2PO4; 0,5 g, KCI; 0,5 g FeS0O4.7H20.

Os experimentos foram realizados a partir de um delineamento composto
central para avaliar o efeito das combinacdes de duas variaveis independentes
(Concentracdo de solucao de sais (X1) e pH (X2)). A solucdo de sais foi avaliada em
concentracdo de 4, 8 e 12%, e o pH foi avaliado em valores de 4,6; 5,6 e 6,6, ajustados

com &cido latico 85% para a formacao de conidios de Penicillium candidum.
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O delineamento experimental apresentou onze combinagdes (Tabela 3.1),
incluindo as replicatas do ponto central para estimar o erro puro e avaliar a falta de

ajuste dos modelos propostos.

Tabela 3.1 - Delineamento composto central realizado para formacao de conidios de P. candidum.

Variaveis Independentes
(reais e codificadas)

Experimentos

Concentracao pH
de Sais (%)
1 4 (-1) 4,6 (-1)
2 8 (0) 4,6 (-1)
3 12 (+1) 4,6 (-1)
4 4 (-1) 5,6 (0)
5 12 (+1) 5,6 (0)
6 4 (-1) 6,6 (+1)
7 8 (0) 6,6 (+1)
8 12 (+1) 6,6 (+1)
9 8 (0) 5,6 (0)
10 8 (0) 5,6 (0)
11 8 (0) 5,6 (0)

Os meios de cultivo foram transferidos em placas de Petri estéreis (90x15
mm), e inoculados com 0,1 mL de suspencéo de esporos comerciais, contendo 1x10°8
de esporos de P. candidum. As placas inoculadas permaneceram em BOD (TECNAL,
Sao Paulo, Brasil), durante 5 dias, a 25 °C. Os esporos frescos e miceélio, foram
retirados por raspagem com auxilio de um bisturi com lamina de aco carbono estéril.
A quantificacdo (Equacédo 3.1) dos esporos foi realizada em camara de Neubauer por
meio de microscopia (Microscopio biologico digital, Bel phoyonics®, Monza, Italia)
(BARBEDO, 2013).

n® total de esporos

n2de esporo/mL = * fator de diluicao * 10.000 3.1

n? de quadrantes contados

3.2.2.2 Producéo de queijo maturado por Penicillium candidum

A fabricacdo do queijo maturado com mofo branco foi realizada na planta
piloto da Escola Tecnoldgica de Leite e Queijos dos Campos Gerais (ETLQueijos),
pertencente ao curso de Engenharia de Alimentos da Universidade Estadual de Ponta

Grossa (UEPG). Em tanque de aco inoxidavel (AISI 304) foram pasteurizados (63 °C
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por 30 minutos) 100 L de leite in natura (gordura: 3,67%; proteina: 3,19%; lactose:
4,38%; solidos totais: 12,18%; contagem de células sométicas: 274.000/mL; pH: 6,7).

Em seguida, o leite foi resfriado e mantido até o término da fabricagdo em
temperatura de 34 °C. Na sequéncia foi adicionado 0,04% de cloreto de calcio (Synth)
a 50%, 1,0% de cultura latica priméaria mesofilica do tipo LD e 1,6% de coagulante
(Chymax). Ap6s a formacéo da coalhada (pH: 6,6), a massa foi cortada com o auxilio
de liras em inox no sentido vertical, em seguida no sentindo horizontal com
espacamento entre os fios de aco inoxidavel (AISI, 304) de 2,5 cm, seguida de
agitacao lenta (aproximadamente 5 minutos) até percepc¢éao de rigidez dos cubos de
aproximadamente 2 cm?3.

A coalhada foi entdo enformada (pH: 6,5) em férmas em polietileno de 14 cm
de diametro e 10 cm de altura modelo RP-500 (Jandaplast®, Parana, Brasil), com
utilizacdo de tecido morim para auxiliar na retirada do soro. O periodo da prensagem
(utilizando um peso 3 vezes superior ao peso da peca de queijo) se estendeu por 180
minutos, realizando duas viragens na massa. A primeira viragem ocorreu 30 minutos
apos enformagem e a segunda viragem apos 30 minutos da primeira viragem. Apos
120 minutos da segunda viragem, foi retirado o dessorador e as pecas (10 + 2 cm de
didmetro e 7 £ 2 cm de altura) permaneceram em camara de maturacao (Mec Milk,
Sao Paulo, Brasil) com controladores eletrénicos (modelo N322RHT, NOVUS, Porto
Alegre, Brasil) para uma fermentacéao latica por 12 horas em temperatura de 12 °C, e
umidade relativa de 87-89 %.

Apés a primeira fermentacéo, foi preparada uma salmoura utilizando cloreto
de sodio (Cisne, Rio de Janeiro, Brasil), o qual foi tratado anteriormente em estufa
(Nova ética, Sao Paulo, Brasil) a 120 °C, por uma hora. Apds resfriamento, o cloreto
de sédio foi diluido em agua destilada (Lucadema, S&o Paulo, Brasil) até obtencéo de
uma salmoura a 21 °Brix (Akso, Rio Grande do Sul, Brasil), com correcéo de pH para
5,6 com acido latico 85 %. Os queijos ficaram submersos na salmoura por 60 minutos
em temperatura de 10 °C.

Decorrida a etapa de salga, os queijos foram divididos em quatro (4) lotes,
contendo dezesseis (16) unidades em cada lote, e retornaram para a camara de
maturacao.

Para dados preliminares, foram realizadas trés (3) suspensdes para aplicacdo
dos esporos frescos em agua destilada levemente salina (0,09%), em pH 5,6; 6,6 e

7,6, ajustada com acido latico 85% (Figura 3.1). Todos os in6culos nos queijos foram
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realizados aspergindo um volume de suspensao (7 mL), que permitiu
aproximadamente 2x10° esporos em cada queijo. A contagem dos esporos foi
realizada em camara de Neubauer (Equacgéo 3.1).

Apo6s inéculo das suspensdes de P. candidum, os queijos foram armazenados
em camara de maturagcdo (Mec Milk) com temperatura de aproximadamente 12 °C e
85% de umidade nos primeiros 5 dias de maturagdo, com aumento para
aproximadamente 94% de umidade no 6° dia de maturacdo. As pecas de queijos
foram viradas diariamente até o 5° dia de maturacéo, apos esse periodo, a viragem
foi realizada a cada 2 dias. Os queijos permaneceram em maturacdo até o 30° dia,

sendo avaliados primeiramente por indice de brancura.

Figura 3.1- Esquema da obtencao e aplicacdo da suspensao de esporos frescos em queijos frescos.
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Fonte: O autor.

Apés avaliacdo de indice de brancura nos queijos, foi possivel concluir qual o
pH e concentracdo de sal da suspenséo de esporos frescos apresentou maior rapidez
no recobrimento do micélio na superficie do queijo. Da suspensao dos esporos frescos
de P. candidum de pH mais apropriado, foi realizado um novo processamento do
gueijo, o qual foi maturado e avaliado por 40 dias, com analises fisico-quimicas,
instrumentais e sensoriais (Figura 3.1).

Para fim comparativo, foi também inoculado esporos comerciais suspensos
em agua destilada levemente salina (0,09%), sem correcéo de pH, o qual apresentou

pH 5,6. Para melhor identificagéo e discussao dos resultados, os queijos com inéculo
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de esporos comerciais foram denominados como queijo QC, enquanto 0s queijos

maturados com esporos frescos foram identificados como QF.

3.2.2.3 Analises fisico-quimicas dos queijos maturados por Penicillium candidum

As analises nos queijos triturados com auxilio de um multiprocessador, foram
realizadas em 5 tempos (0, 10, 20, 30 e 40 dias) de maturacdo. O tempo zero
corresponde a peca do queijo logo apos a etapa da salga, antes de receber a aspersao
da suspenséo contendo P. candidum.

O teor de umidade e extrato seco foi obtido pelo método gravimétrico de
secagem em estufa a 105 °C até peso constante (IAL, 2008). A analise de gordura foi
realizada em butirbmetro de Gerber especial para queijo. Proteina total foi
determinada pelo método de micro-Kjeldahl, onde o nitrogénio total € convertido em
proteina total com o fator 6,38 (AOAC, 2016). O teor de cinzas foi obtido por
incineracdo em mufla a 550 °C por seis horas (IAL, 2008). A atividade de agua (aw)
foi avaliada utilizando equipamento Aqualab (Series 3TE). O pH foi determinado pelo

meétodo potenciométrico em pHmetro de bancada (pH 21 meter, Hanna, Cotia, Brasil).

3.2.2.4 indice de Protedlise

O indice de protedlise foi avaliado analisando a concentracdo de Tirosina,
indice de extensdao e profundidade da protedlise. A concentracao de tirosina foi obtida
através do meétodo espectrofotométrico classico de Vakaleris; Prince (1959). O indice
de extenséao da protedlise (Equacéo 3.2) e profundidade da protedlise (Equacéo 3.3),
foram realizados segundo descrito por De Rensis; Petenate; Viotto (2009), a partir da
determinacao de teores de nitrogénio solivel em tampéao acetato em pH 4,6 e acido
tricloroacético 12%, de acordo com a metodologia descrita por Barbano; Lynch;
Fleming (1991) seguido do método de Kjeldahl (AOAC, 2016).

% nitrogénio soluvel a pH 4,6

% Extensdo da proteolise: ( )x 100 3.2

% nitrogénio total

3.3

_ . % nitrogénio soltvel em TCA 12%
% Profundidade da protedlise: ( % nitrogénio total )x 100
0
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3.2.2.5 Perfil de Textura

As amostras foram preparadas como descritas em Jaster et al. (2018),
cortadas em formato cilindrico (2 cm de diametro x 2 cm de altura), para posterior
analise de perfil de textura em 6 repeticdes para cada amostra. O perfil de textura foi
analisado instrumentalmente utilizando texturébmetro modelo TA.XTPlus Texture
Analyser (Stable Micro Systems, Godalming, Reino Unido), utilizando probe cilindrico
P35, com velocidade do teste de 0,8 mm/s, com dupla compressao de 30% da altura
inicial da amostra, sobre temperatura de 20 °C. Foram considerados os parametros

de dureza, elasticidade, coesividade, mastigabilidade e resiliéncia.

3.2.2.6 Analise Colorimétrica

A analise de cor foi realizada em duas pecas de queijos de cada tempo. As
pecas foram divididas em quatro quadrantes, incluindo as duas superficies (superior
e inferior), e realizadas leituras pelo colorimetro (MiniScan EZ, Hunter Lab, US),
considerando obtendo os parametros L* (luminosidade), a* (vermelho (+), verde (-)) e
b* (amarelo (+), azul (-)) (JUDACEWSKI et al., 2016). Para fornecer uma melhor
indicacdo de cor, foram calculados indice de brancura (WI- “Whiteness Index”)
(Equacéo 3.4), indice de amarelo (YE- “Yellowness Index”) (Equacéo 3.5), Hue angle
(h) (Equacéo 3.6) e Chroma (C*) (Equacédo 3.7) (MARZO et al., 2006; PATHARE;
OPARA; AL-SAID, 2013; SOLOWIEI et al., 2015).

WI =100 — /(100 — L*)2 + a*2 + b*2 3.4
142.86b *
YE:——— 3.5
L *
b *
h: arctan (—) 3.6
a *

Cx=+a2 + b2 3.7
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3.2.2.7 Anélise Sensorial

A analise sensorial foi realizada com 94 avaliadores nado treinados, que
apresentavam interesse e disponibilidade. Todos os avaliadores assinaram o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido antes da sesséo. A analise com os avaliadores
foi realizada apds aprovacdo pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade
Estadual de Ponta Grossa (n° 84057918.4.0000.0105).

Foram servidos aproximadamente 30g de cada amostra em copos plasticos
transparentes, codificados com nameros aleatérios de 3 digitos, em temperatura de
20 °C, em cabines insonorizadas e inodoras, sob luz branca.

Foi realizada analise de aceitabilidade utilizando escala hedbdnica de nove
pontos (1-desgostei muitissimo, 2-desgostei muito, 3-desgostei moderadamente, 4-
desgostei ligeiramente, 5-ndo gostei, nem desgostei, 6-gostei ligeiramente, 7-gostei
moderadamente, 8-gostei muito e 9-gostei muitissimo) (SHUKLA et al., 2018) Escala
do ideal (JAR), também foi realizada e avaliada quanto a percepcao de sal, acidez,
maciez e amargor (PLAEHN; HORNE, 2008).

Para caracterizar as amostras, foi realizado “Check all that apply” (CATA),
onde os atributos que caracterizam o perfil sensorial foram discutidos pela equipe com
experiéncia em queijo e membros deste projeto (OLIVEIRA et al., 2017). Ao todo, 16
atributos foram selecionados: cor amarelo claro, cremoso, odor de manteiga, sabor de
estabulo, salgado, amargo, mofo, gorduroso, casca aveludada, odor de iogurte, sabor
residual de amonia, amonia, alta qualidade, acido, macio e caro (LOS, 2016) (Anexo
A).

3.2.3 Andlise Estatistica

Os dados foram apresentados como média + desvio padrdo, sendo realizado
teste de Levene para avaliar sua homogeneidade, considerando paramétrico o valor
de p > 0,05. Em seguida, a matriz de dados obtida das andlises fisico-quimicas e
instrumentais foi avaliada com Analise de Variancia (ANOVA) complementada com o
teste de comparacdo de médias de Fischer LSD, e correlacdo Linear de Pearson
considerando um valor significativo de p < 0,05. Para avaliagdes entre 2 amostras, foi
utilizado o teste t Student (p< 0,05).
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Para avaliacdo do Delineamento Composto Central o valor de probabilidade
(valor de p) foi inferior a 0,05, a varidvel de resposta foi submetida & andlise de
regressao linear multipla utilizando a metodologia de superficie de resposta (MSR),
em que a funcdo de resposta (Y) foi particionada em componentes lineares,
quadraticos e interativos. Este método € baseado no modelo da Equagéo 3.8.

Y = By + BiXy + BoXo + P1aXT + B2 XZ + P12 X1 Xo 3.8

Onde Y é a variavel de resposta, B 0 coeficiente de regresséo e x1 € X2 S0 as
variaveis independentes. A falta de ajuste (p-iack of fit), & porcentagem da variancia total
explicada (R? e R? ajustado (R24)) e a significancia estatistica (p-vaior) foram utilizadas
para verificar a adequac¢ao do modelo. Para maximizar a conidiagédo de P. candidum,
0s modelos de regressao foram submetidos a uma abordagem de otimizacédo de
respostas multiplas. As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software
Statistica 7.0 (StatSoft Inc., Tulsa, EUA).

Andlise de componentes principais (PCA) foi realizada para avaliar a correlacéo
entre 0s queijos inoculados com esporos frescos e esporos comerciais de P.
candidum, durante 40 dias de maturacdo. Para isto, todas as variaveis foram
escalonadas automaticamente para padronizar a estatistica de todas as respostas
(ZIELINSKI et al., 2014). Um grafico de disperséo 2D foi utilizado para diferenciar as
amostras obtidas pelos resultados do PCA. Na sequéncia, foi realizado Analise
Hierdquica de Agrupamentos (AHA), para agrupar as amostras.

Para a avaliacdo sensorial, os dados hedobnicos e da escala de JAR, foram
tratados através de analise de penalidades, extraindo o quanto a falta ou excesso do
atributo penaliza o escore hedbdnico por se afastar do ideal. Apenas atributos com
frequéncia maior que 20%, com p< 0,05 foram analisados estatisticamente e
considerados significativos na penalizacao do escore hedonico (LOS, 2016).

Para avaliacdo dos dados do CATA, foi primeiramente realizado analise de
correspondéncia, onde apenas os atributos com frequéncia maior que 20% foram
considerados. Para verificar quais atributos se correlacionam melhor com cada
amostra, os dados foram submetidos ao teste Q de Cochram, apresentando as
diferencas significativas entre atributos, com p < 0,05. As analises estatisticas do PCA,

AHA, e os dados da sensorial, foram realizadas utilizando XLStat 2015.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.3.1 Obtencéao de esporos frescos de P. candidum

Na Tabela 3.2 pode ser observada a variavel de resposta (contagem de

esporos).

Tabela 3.2 — Variavel de resposta do delineamento composto central realizado para formacao de
conidios de P. candidum.

Variaveis Independentes
(reais e codificadas)

Variavel de Resposta

. Concentracao pH Contagem de Contagem

Experimentos de Sais (%) esporo (em de esporo
Log 10) /placa /placa de

de Petri Petri

1 4 (-1) 4,6 (-1) 5,62 4,1x10*
2 8 (0) 4,6 (-1) 6,01 1,0x10°
3 12 (+1) 4,6 (-1) 6,15 1,4x10°
4 4 (-1) 5,6 (0) 5,95 8,8x10%
5 12 (+1) 5,6 (0) 6,28 1,9x10°
6 4 (-1) 6,6 (+1) 5,28 1,8x10*
7 8 (0) 6,6 (+1) 6,38 2,3x10°
8 12 (+1) 6,6 (+1) 6,42 2,9x10°
9 8 (0) 5,6 (0) 6,41 2,5x10°
10 8 (0) 5,6 (0) 6,30 1,9x10°
11 8 (0) 5,6 (0) 6,21 1,6x10°

O experimento 8 (concentracao de 12% de sais, em pH 6,6) apresentou 6,42
esporos (em Log) por placa de petri. A andlise de regressao multipla mostrou que o
modelo foi significativo (p < 0,01) e ajustou adequadamente os dados experimentais,
apresentando praita de ajuste: 0,17; R2: 0,84 € Rz ajustado: 0,73 0 que significa que o modelo
de regressao multipla proposto foi capaz e adequado para explicar 73% da variancia.

Apenas o efeito da concentracao de sais, usando o modelo linear (p < 0,05),
proporcionou maior contagem de esporos (Tabela 3.3). Os valores de pH avaliados

nao apresentaram efeito significativo na contagem de esporos.
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Tabela 3.3- Coeficiente de regresséo para conidiacdo de P. candidum.

Variavel de Coeficiente Erro -95% +95% Valor Valor
Resposta Fatores deregressdo padrdo Confianca Confianca F p
Contagem Constante 6,335 0,09 6,091 6,579 121,79 <0,01
de Esporos/ Concentracdo 0,33 0,07 0,139 0,527 8,04 0,01

mL de sais (L)

A superficie de resposta (Figura 3.2) apresenta o efeito da concentracdo de

sais e pH do meio de cultura, na variavel de resposta.

Figura 3.2- Efeito da concentragcédo de sais e pH do meio de cultura para conidiacdo de P. candidum.

solodsa ap wabejo)d

Apbés a modelagem, foi realizada uma otimizacdo simultdnea baseada na
funcdo de desejabilidade, visando maximizar a contagem de esporos. Os resultados
finais sugeriram que a concentracdo de sais de 12% em pH 6,6 pode ser considerado
adequado para obter a otimizag&o para altas contagem de esporos de P. candidum.

O valor médio predito foi 6,43 e o observado foi de 6,42 + 0,08, com erro absoluto de
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0,15%. Como observado, os valores preditos e observados se mostraram
semelhantes (teste student < 0,05), com erro absoluto abaixo de 10%; é possivel
afirmar que o modelo de superficie de resposta foi significativo, e pode ser utilizado

para fins de predicao.

3.3.2 Avaliacéo do Indice de Brancura dos Queijos

ApOs obtencdo dos esporos frescos de P. candidum, foram avaliados
diferentes pH da suspenséo dos esporos frescos como in6culo em queijos frescos.

A aparéncia aveludada desses tipos de queijos, se da pelo crescimento do
fungo branco na superficie. O crescimento das hifas (p= 0,03) iniciou no quinto dia de
maturacdo apenas para 0s queijos com inoculo de esporos frescos em pH 6,6, o qual
foi observado um arranque inicial no aparecimento do mofo branco na superficie do
queijo, apresentando indice de brancura de 75, comparado com 0S queijos com
in6culo de P. candidum em pH 5,6 e 7,6 (Tabela 3.4).

Tabela 3.4 - indice de brancura de queijos maturados com mofo branco, sob aplicacdo de esporos
frescos de P. candidum em diferentes pH.

Dias de pH

maturacéo 5,6 6,6 7,6 P
0 82+ 1° 82+1° 82+ 1F -
5 73,7 £ 0,9° 75 + 23 73 £ 1°F 0,03
7 81+1¢ 84+°€ 81+ 1F 0,10
9 88 + 1°F 90,6 + 0,238 90,3 + 0,43/8C <0,01
11 90,8 + 0,68¢ 91,1+ 0,4"® 90,6 + 0,6"® 0,25
13 90,7 + 0,45¢ 90,9 + 0,2”8 90,5+ 0,4"8 0,10
15 92,2 + 0,6* 91,9 + 0,724 90,9 + 0,6 <0,01
18 89,9 + 0,5°PF 90,4 + 0,228 89,3 £ 0,3P <0,01
20 89,5+ 0,7F 90,0 + 0,68 90,0 + 0,3B¢P 0,14
22 91,3 +0,7%® 90,4 + 0,58 89 + 1°CP <0,01
24 90,3 + 0,5°P 91,0 + 0,6"8 90,3 + 0,3"8¢ 0,23
27 91,0 + 0,58¢ 91,2 + 0,278 90,8 + 0,5"8 0,18
30 90,7 + 0,328¢ 90,7 + 0,248 90,3 + 0,4PABC 0,01
p <0,01 <0,01 <0,01

Nota: 2*Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre os valores de pH no
meio de cultura avaliados para rapido fechamento do micélio superficial de P. candidum.
ABCl etras diferentes na mesma coluna, indicam diferenca significativa entre o periodo de
maturacéo (Teste de Fischer, p < 0,05).
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Ap6s o0 nono dia de maturacao, o indice de brancura se mostrou estabilizado.
O indice de brancura é um método preciso, rapido e ndo destrutivo com eficiéncia para
indicar o fechamento completo do micélio e o momento ideal para ser embalado
(JUDACEWSKI et al., 2016).

3.3.3 Avaliagéo fisico-quimica

Na Tabela 3.5, podem ser observados os resultados das analises fisico-
guimicas durante 40 dias de maturacdo de queijos com mofo branco, maturados com
in6culo de esporos frescos em pH 6,6 (QF) e comercial (QC).

Com 40 dias de maturacao, foram observadas diferencas estatisticas (p <
0,05) entre os queijos QF e QC nos teores de umidade, extrato seco total e proteina.

Nos 10 primeiros dias de maturacdo, o pH do queijo QF apresentou uma
reducéo de 5%, enquanto o queijo QC reduziu 7%. Essa acidificacdo € decorrente da
producéo de acido latico pelas bactérias laticas, as quais sédo adicionadas ao processo
apos a pasteurizacao do leite (SPINNLER; GRIPON, 2004).

Do décimo ao quadragésimo dia de maturacdo, o queijo QF, apresentou um
aumento de 20% no valor do seu pH, enquanto o queijo QC apresentou um aumento
de 18%. Esse aumento de pH é esperado devido o desenvolvimento do mofo branco
na superficie do queijo, o qual oxida o acido latico e libera CO2 e H.O. Além disso,
proximo aos 40 dias de maturacdo a hidrolise proteica se intensifica liberando
compostos nitrogenados, aminoacidos livres e producdo de amobnia, que por
apresentar pH basico contribui para o aumento do pH das amostras, como observado
na Tabela 3.4 (SPINNLER; GRIPON, 2004).

Com 20 dias de maturacéo, os queijos QF e QC apresentaram uma diferenca
significativa (p< 0,01) de 3% no teor de umidade. Em 40 dias de maturacéo, (p< 0,05)
foi observado uma reducéo de 11% para o queijo QF e 18% para o queijo QC (Tabela
3.4), semelhante aos teores encontrados por Judacewski et al. (2016). Essa reducéo
estd relacionada com a umidade e circulacdo do ar das camaras de maturacéo
(localizado na parte superior da camara), que proporcionam a perda de umidade do
queijo (CASTELL-PALOU et al., 2012).

Com a reducéo nos teores de umidade, os parametros de proteina, gordura e
cinzas aumentaram apos 40 dias de maturacdo (p<0,01) 16%, 34% e 67% para 0S

gueijos QF, enquanto que para os queijos QC esse aumento foi de 24%, 34% e 54%,
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respectivamente. Teores semelhantes foram encontrados por Dias et al. (2012), em
gueijos maturados com mofo branco e adicdo de Geotrichum candidum (queijo tipo
Camembert) avaliados durante 41 dias.

De acordo com o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade dos
Produtos Lacteos (RDC 146, 1996) (Brasil, 1996), os queijos QF e QC foram
classificados quanto ao teor de umidade (p< 0,01), como queijos macios, de alta
umidade (podendo variar entre 46 a 54,9%). Enquanto a classificagéo referente ao
teor de gordura, os queijos QF e QC (p > 0,05), foram classificados como queijos semi-
gordos (podendo variar entre 25 a 44,9%).

A atividade de agua (aw) € um parametro que pode influenciar o
desenvolvimento dos micro-organismos e atividade enzimatica, os quais sdo
responsaveis pelo desenvolvimento do sabor do queijo (HICKEY et al., 2013). Na
Tabela 3.4 pode ser observado que as amostras QF e QC nado apresentam diferenca
significativa (p> 0,05), com reducéo de 4 % apds 40 dias de maturacao.

A reducado da atividade de agua pode ser resultado de um aumento da
protedlise, a qual envolve a hidrdlise das ligacdes peptidicas e a imobilizacédo da agua
pelos grupos carboxilicos e aminoacidos livres, que possuem cadeias laterais com
grupos ionizaveis ou polares que interagem com agua (FURTADO, 1999; HICKEY et
al., 2013). Uma forte correlacdo negativa (Anexo B) foi observada entre a atividade
agua e os parametros IEP, IPP e tirosina (AW x IEP, r=-0,95; AW x IPP, r=-0,93, AW
x Tirosina, r= -0,81, p< 0,05). Schlesser; Schmidt e Speckman (1992), também
avaliaram a atividade de agua de queijos maturados com mofo branco (queijo
Camembert), e obtiveram um teor similar (~0,95 %) apds 30 dias de maturacéo, os
guais também atribuiram essa reducéo a hidrolise da caseina, sendo convertida em

aminoacidos livres, peptideos e amonia (protedlise).



Tabela 3.5- Avaliagéo fisico quimica de queijos maturados com indculo de esporos frescos e esporos comerciais de P. candidum.

Parametros AMOStras Periodo de Maturacgéo (d) D

Analiticos 0 10 20 30 40

pH* QF 5,57 + 0,05° 5,28+ 0,01¢ 5,61+ 0,08° 5,41+ 0,05° 6,35+ 0,062 0,02
QC 5,57 + 0,05° 5,17 + 0,06° 5,31+ 0,07 5,18+ 0,03° 6,1+0,42 <0,1

P 0,03 <0,01 0,02 0,4

Umidade (g/1009) QF 56,4 + 0,12 54,1+ 0,2° 52,22 +0,09° 50,6 + 0,1¢ 50,2+ 0,1° <0,1
QC 56,4 + 0,12 50,8+ 0,2° 50,4+ 0,1° 49,82 + 0,04° 46,1+ 0,61 <0,1

P <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

Atividade de agua* QF 0,99 + 0,012 0,97 +0,01° 0,96+ 0,01° 0,95+ 0,01¢ 0,95+ 0,01¢ <0,1
QC 0,99+ 0,012 0,97 +0,01° 0,95+ 0,01°¢ 0,95+ 0,01° 0,94 + 0,01¢ <0,1

P 0,4 0,2 0,5 0,3

Gordura (g/100g) QF 21+1° 24,5+ 0,5° 23,8+0,3" 28+ 12 28,2+ 0,82 <0,1
QC 21+ 1° 24,7+0,3° 25,3+ 0,6° 28+ 22 28+ 12 <0,1

P 0,6 0,01 1,0 0,7

Proteina (g/100g) QF 17,2+ 0,94 18,5+ 0,3° 18,1+ 0,3° 21,0+ 0,52 19,9+0,3° <0,1
QC 17,2 £0,9° 19,6 + 0,4° 19,1+ 0,4° 20,69+ 0,042 21,3+ 0,62 <0,1

P 0,03 0,02 0,3 0,02

Extrato seco total QF 43,6+ 0,1°¢ 459+ 0,2¢ 47,78 + 0,09° 49,4+ 0,1° 49,7+ 0,12 <0,1

(9/100g) QC 43,6 +0,1¢ 49,2+ 0,2° 49,6 +0,1° 50,18 + 0,04° 53,9+ 0,62 <0,1

P <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

Cinzas (g/100g) QF 3,17+ 0,03¢ 3,5+ 0,2° 3,95+ 0,03° 5+18 53+0,12 <0,1
QC 3,17+ 0,03¢ 3,5+0,1¢ 3,74+ 0,06° 55+0,1° 4,89+ 0,082 <0,1

p 0,6 <0,01 <0,01 0,07
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Nota: QF: Queijos maturados com inéculo de esporos frescos de P. candidum. QC: Queijos maturados com in6culo de esporos comerciais de P.
candidum. 2°Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre os dias de maturacéo (Teste de Fischer, p < 0,05). Entre os
gueijos QF e QC da mesma coluna, o Teste t, p < 0,05 indica diferenca significativa. *Adimensional.
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3.3.4 Avaliag&o do perfil de textura

Na Tabela 3.6, pode ser observado o perfil de textura durante 40 dias de
maturacdo de queijos com mofo branco, maturados com indculo de esporos frescos
(QF) e de esporos comerciais (QC). A textura do queijo € um atributo sensorial
percebido pelos sentidos durante seu consumo. Com a analise de perfil de textura, é
possivel simular a mastigacdo do queijo entre os dentes molares, por meio de duas
compressodes consecutivas (FOX et al., 2017).

Entre os queijos QF e QC, foram observadas diferencas estatisticas (p< 0,01)
em todos os parametros de textura analisados no periodo de 20 dias de maturacéo.
Enquanto no periodo de 40 dias de maturagcdo, foram observadas diferencas
estatisticas (p< 0,01) apenas nos parametros de mastigabilidade e resiliéncia. Entre o
periodo de maturacao (dias), todas as amostras apresentaram diferenca significativa
(p< 0,01) nos parametros avaliados.

Os resultados de dureza encontrados no periodo de 20 dias de maturacao (p<
0,01), apresentaram uma diferenca de 34% entre os queijos QF e QC, apresentando
maior dureza para o queijo QC. Para o paladar brasileiro, queijos maturados com mofo
branco devem apresentar textura macia, sendo preferencialmente consumido
proximos aos 20 dias de maturacdo (JUDACEWSKI et al., 2019; GALLI et al., 2016).
A percepcdo da alteracdo da textura é um fator utilizado para afirmar se o queijo
maturado com mofo branco apresenta ou néo vida util (BATTY et al., 2019).

Com 40 dias de maturacao, a diferenca da dureza entre os queijos QF e QC
apresentou diferenca (p> 0,05) de 0,6%, com maior dureza nhovamente para o queijo
QC. Desta forma, pode-se afirmar que o queijo QF apresenta menor dureza, ou seja,
menor forca necessaria para provocar uma deformacdo (GUNASEKARAN; AK,
2002.). Essa caracteristica em queijos maturados com mofo branco, é atribuida ao
aumento do pH durante a maturacdo devido a protedlise ocasionada pelo
desenvolvimento do micélio na superficie (Spinnler; Gripon, 2004). Durante o periodo
de maturacao, esse parametro aumentou até 2 vezes a mais que o valor do queijo no
primeiro dia de maturacéo (tempo zero) (Tabela 3.6).

Os parametros de elasticidade e coesividade (Tabela 3.6), apresentaram uma
diferenca entre os queijos QF e QC, com 20 dias de maturacdo de 12% e 5% (p<
0,01), respectivamente. Enquanto com 40 dias de maturacdo, ndo houve diferenca

significativa. Esses parametros séo influenciados pelo teor de proteina (elasticidade x
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proteina, r= -0,73; coesividade x proteina, r= -0,68, p< 0,05) (Anexo B)
(GUNASEKARAN; AK, 2002). A elasticidade é definida como a taxa em que a amostra
retorna a sua forma original, antes da segunda compressédo, enquanto que a
coesividade é definida como a medida da forca das ligacfes internas (coesividade x
elasticidade, r = 0,96, p < 0,05) (Anexo B) (DIMITRELI; THOMAREIS, 2007,
GUNASEKARAN; AK, 2002).

Durante os 40 dias de maturagéo, a mastigabilidade (Tabela 3.6) aumentou
25% para o0 queijo QF, enquanto que o queijo QC aumentou 95%. Desta forma, o
gueijo QF apresenta menor energia necessaria para reduzir seu tamanho, até ser
deglutido (GUNASEKARAN; AK, 2002). Entre os queijos QF e QC com 20 dias de
maturacdo, foi observado uma diferenca de 41%, enquanto que com 40 dias de
maturacéo essa diferenca foi de 37 %.



Tabela 3.6- Avaliagdo dos parametros de textura de queijos maturados com esporos frescos e esporos comerciais de P. candidum.
Periodo de Maturacgéo (d)

Perfil de Textura Amostras 0 10 20 30 20 p
oF 24+08°  25%05° 3.3%0,2b 35+05°  45+08° <001
Dureza (N) c ab a b a
Qc 24+0,8 4+1 5+ 1 35+0,5 541 <0,01
0 <0,01 <0,01 0.9 0.2
Cnsticidader OF  095+001¢ 0,90+0,03® 0,78+0,02 0,83+0,01¢ 075+0,03 <0,01
QC  095+0,01*° 0,88+0,03° 0,89+003® 0,75+0,05 0,76+0,02° <0,01
D 03 <0,01 <0,01 0.4
Consiidade* OF  085+0018 0,85+0012 0,77+001° 0,79+0,01° 072+0,03% <0,01
QC  085+0,01*° 084+0,01° 081+001° 0,73+003% 0,75+0,01° <0,01
D <0,01 <0,01 <0,01 0,06
o QF 24 1b 1,0+ 0,4 1,040,1° 39+04%  25+0,6° <001
Mastigabilidade (N) QcC 24 1b 3,2+0,72 3.4+0,8° 1904042  39+06° <001
p <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
resiliEnciar QF  049+001* 048+001% 031+0,01° 035+0,01° 0,30+0,02¢ <0,01
QC  049+001* 046+001° 035+0,02¢ 0,31+001¢ 0,35+0,01° <001
0 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

Nota: QF: Queijos maturados com inéculo de esporos frescos de P. candidum. QC: Queijos maturados com indculo de esporos comerciais de P.
candidum. ®°Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre os dias de maturacado (Teste de Fischer, p<0,05). Entre
0s queijos QF e QC da mesma coluna, o Teste t, p< 0,05 indica diferenca significativa. *Adimensional.
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No parametro resiliéncia a diferenca significativa (p< 0,01) para os queijos QF
e QC foi de 11% em 20 dias de maturacdo, enquanto que em 40 dias de maturacao
essa diferenca foi de 14%. Durante os 40 dias de maturagao, a resiliéncia (Tabela 3.6)
reduziu 39% para o queijo QF, enquanto que o queijo QC reduziu 28% durante a
maturacdo (p< 0,01); isso indica que o queijo QF apresenta menor capacidade de
voltar ao seu formato original apés a compressao (POLLARD et al., 2003). A
estabilidade da massa, € principalmente realizada pelo controle do desenvolvimento
de &cido durante a drenagem (GRIPON, 1997). A resiliéncia correlacionou
negativamente com os parametros IEP e IPP (resiliéncia x IEP, r=-0,83; resiliéncia x
IPP, r=-0,83) (Anexo B).

3.3.5 Avaliagéo colorimétrica

O crescimento das hifas iniciou para o queijo QF no quinto dia de maturacéo,
apresentando indice de brancura (WI) de 75, enquanto para o queijo QC as hifas
ficaram visiveis no sétimo dia de maturacdo (WI 78). No sétimo dia de maturacao, a
diferenca do WI entre essas duas amostras de queijos foi de 7% (p < 0,01) (Tabela
3.4). Com 20 dias de maturacao ainda as amostras de queijos apresentavam 2% de
diferenca significativa (p < 0,01) entre os queijos QF e QC, sendo a maior média para
a amostra de queijo QF (WI=90) (Tabela 3.7).

O indice de amarelecimento (IE) também foi avaliado, apresentando apos 40
dias de maturacdo uma reducéo 38% para o queijo QF, e 45 % para o queijo QC (p<
0,01). O tempo zero apresenta maior indice de amarelecimento devido ao contetudo
de carotenoides presente no leite de vaca, diminuindo durante a maturacéo devido ao
recobrimento do mofo branco na superficie do queijo. Com 20 dias de maturacédo IE
apresentou 20% de diferenca entre os queijos QF e QC, e 11% com 40 dias de

maturacao.



Tabela 3.7- Avaliacao colorimétrica da superficie de queijos maturados com inoculo de esporos frescos e esporos comerciais de P.

candidum.
Parédmetros Periodo de maturacéo (d)
colorimétricos Amostra 0 5 7 10 20 30 40 P
WI QF 81+1° 75 + 24 84 + 4° 90,6 0,22 90+ 12 89,1+ 0,92 87+ 20 <0,01
QC 81+ 1° 73,3+0,9¢ 78 £5° 89+ 12 88+ 22 89,3+ 0,62 88,8+ 0,72 <0,01
p - 0,04 0,03 <0,01 <0,01 0,2 <0,01
QF 26+ 1° 35+ 44 19 £ 6° 11,4+ 0,3¢ 12+ 2¢ 14+ 1% 16 + 24 <0,01
' QC 26+ 1° 3814 30 +8° 12+ 14 15+ 3 13,90+ 0,7 14,3+ 0,94 <0,01
p - 0,05 0,01 0,13 0,02 0,2 <0,01
Hue Angle QF 81,7 0,29 81 +1d 77 +2° 89 +1° 92 +18 92 + 1% 91 + 2P <0,01
QC 81,7+0,2° 81+1° 79 + 19 83+ 2P 90 + 28 91,7+ 0,92 91+12 <0,01
p - 0,5 0,1 <0,01 0,2 0,4 0,9
Choma QF 16,9+ 0,8° 22+ 22 13 + 4°¢ 7,6+0,2f 8+ 1¢f 9,2+0,8% 10+ 1¢ <0,01
QC 16,9+ 0,8> 24,1+0,92 18 + 5P 8,0+ 0,9¢ 10+ 2° 8,9+ 0,4° 9,4+ 0,5° <0,01
p - 0,06 0,01 0,18 0,02 0,2 <0,01

Nota: QF: Queijos maturados com in6culo de esporos frescos de P. candidum. QC: Queijos maturados com inéculo de esporos
comerciais de P. candidum. @°Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre os dias de maturacéo (Teste
de Fischer, p < 0,05). Entre os queijos QF e QC da mesma coluna, o Teste t, p < 0,05 indica diferenga significativa.



73

Avaliando o Hue Angle, foi observado diferenca estatistica apenas no décimo
dia de maturagédo com uma diferenca de 6%, entre os queijos QF e QC (p< 0,01). Com
40 dias de maturacdo, o queijo QF (p= 0,9) apresentou maior intensidade na sua
coloracédo. Choma permite avaliar a saturacao da cor das amostras, entre 0s queijos
QF e QC a maior saturacao € observado no queijo QC, apresentando uma diferenca
(p=0,02) de 20% com 20 dias de maturacdo, enquanto que com 40 dias de maturagéao
a diferenca (p< 0,01) foi de 6%.

3.3.6 Avaliacdo da Protedlise

Os parametros utilizados para avaliar a protedlise dos queijos maturados com
mofo branco, foram a determinacao do indice de extensdo da protedlise (IEP), indice
de profundidade da protedlise (IPP) e o teor de tirosina. Para queijos maturados, a
protedlise € comumente utilizada como indice de maturacdo. Observa-se que ha uma
tendéncia de aumento nos 3 parametros avaliados durante a maturacdo, para o0s
gueijos QF e QC (Figura 3.3, 3.4, 3.5).

O indice de Extensdo da protedlise, esta relacionado com os agentes
coagulantes e das proteinases naturais do leite, os quais hidrolisam as proteinas dos
gueijos em peptideos de alto peso molecular (NARIMATSU et al., 2003), sendo
caracterizada pela quantidade de substancias nitrogenadas soliveis acumuladas
durante o processo de obtencdo do queijo (POMBO; LIMA, 1989). Na Figura 3.3,
pode-se observar uma diferenca nao significativa de 3% entre as amostras QF e QC
com 20 dias de maturacdo. Com 40 dias de maturacéo, o queijo QF apresentou 9% a
mais (p < 0,01) de extenséo da protedlise, que o queijo QC. No quadragésimo dia de
maturacédo, a extensao da protedlise aumentou 87% para os queijos QF e 86% para

0s queijos QC (Figura 3.3) com relacéo ao tempo zero.
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Figura 3.3- indice de extens&o da proteodlise de queijos maturados com mofo branco, inoculados com
esporos frescos e esporos comerciais de P. candidum com 40 dias de maturacéo.
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O indice de profundidade da protedlise aumentou significativamente (p< 0,01)
durante os 40 dias de maturacdo, 89% para os queijos QF e 88% para os queijos QC
(Figura 3.4), apresentando uma variacao de 11% (p< 0,01), entre os queijos QF e QC.
O indice de profundidade da protedlise é resultado da hidrélise dos peptideos de alto
peso molecular em peptideos de baixo peso molecular, devido a atividade das
bactérias laticas, quantificada pelo teor em nitrogénio néo proteico (NARIMATSU et
al., 2003).

Figura 3.4 - indice de profundidade da protedlise de queijos maturados com mofo branco, inoculados
com esporos frescos e esporos comerciais de P. candidum com 40 dias de maturagéo.
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O teor de Tirosina durante a maturacdo tende a aumentar, devido a
descarboxilagdo enzimatica da tiamina (PEROTTI et al., 2005). Apdés 40 dias de
maturacéo, a tirosina aumentou (p< 0,01) 81% para os queijos QF e 79% para o queijo

QC (Figura 3.5), apresentando uma variagéo de 10 % (p= 0,01), entre os queijos QF
e QC.

Figura 3.5- Avaliacdo de Tirosina de queijos maturados com mofo branco, inoculados com esporos
frescos e esporos comerciais de P. candidum com 40 dias de maturacgéo.
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3.3.7 Andlise Sensorial

A aceitabilidade dos queijos QF e QC foi avaliada nos tempos 20, 30 e 40 dias
de maturacéo (Figura 3.6). Com 20 dias de maturacéo, a maior aceitacdo (81%) foi
para a amostra de queijo QF com uma diferenca de 15% com relacdo a amostra de
gueijo QC (p< 0,01). A menor aceitacao foi para a amostra de queijo QC (59 %) com
40 dias de maturacéao.
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Figura 3.6- Aceitabilidade de queijos maturados com inéculo de esporos frescos e esporos comerciais
de P. candidum com 20, 30 e 40 dias de maturag&o.
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Os atributos que influenciaram significativamente a aceitacdo das amostras,
foram avaliados em teste de escala do ideal, seguido da analise de penalidade. Para
discussao, foram considerados os atributos com frequéncia maior que 20% (Figura
3.7,3.8e 3.9).

A avaliacdo da escala do ideal para os queijos maturados por 20 dias pode
ser observada na Figura 3.7. Os avaliadores indicaram que o queijo QF apresenta
maior porcentagem de ideal nos atributos maciez, acidez e amargor, comparados com
o queijo QC.

No queijo QF, os atributos com efeito significativo para a penalizacado da média
hedbnica (aceitabilidade) foram o excesso do sal e maciez penalizando a média
hedbnica em 0,3 e 0,2 pontos, respectivamente, bem como, a falta de maciez, acidez
e amargor, foi penalizado em 0,6, 0,2 e 0,2 pontos, respectivamente. Para o queijo
QC, os avaliadores penalizaram a média heddnica pelo excesso de sal em 0,7 pontos,

enquanto a falta de maciez penalizou em 1,0 ponto (Figura 3.7).
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Figura 3.7- Escala do ideal para queijos maturados com indculo de esporos frescos e esporos
comerciais de P. candidum com 20 dias de maturagéo.
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Na Figura 3.8 sé@o apresentadas a escala do ideal para os queijos QF e QC
com 30 dias de maturacdo. Pode ser observado que as maiores médias do ideal,
pertencem a amostra QF, para os atributos sal, acidez e amargor.

No queijo QF, os atributos com efeito significativo para a penalizacdo da média
hedbnica (aceitabilidade) foram o excesso do sal, acidez e amargor, penalizando a
meédia hedbnica em 0,7, 1,4 e 1,6, respectivamente, bem como a falta de maciez,
penalizou em 1,2 pontos. Para o queijo QC, os avaliadores penalizaram a média
heddnica pelo excesso de sal, maciez, acidez e amargorem 1,3, 0,8, 0,7 e 1,8 pontos,

enquanto a falta de maciez penalizou com 0,6 pontos.

Figura 3.8- Escala do ideal para queijos maturados com inéculo de esporos frescos e esporos
comerciais de P. candidum com 30 dias de maturacgéo.
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Na Figura 3.9 sé@o apresentadas a escala do ideal para os queijos QF e QC
com 40 dias de maturacdo. Pode ser observado que as maiores médias do ideal,

pertencem a amostra QF, para os atributos sal e maciez.

Figura 3.9 - Escala do ideal para queijos maturados com indculo de esporos frescos e esporos
comerciais de P. candidum com 40 dias de maturacgéo.
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No queijo QF, os atributos com efeito significativo para a penalizacdo da média
hedbnica (aceitabilidade) foram o excesso do sal, maciez, acidez e amargor,
penalizando a média hedbnica em 0,8, 0,8, 1,4 e 1,6 pontos, respectivamente. Para o
gueijo QC, os avaliadores penalizaram a média hedonica pelo excesso de sal, acidez
e amargor em 1,1, 1,2 e 2,0 pontos, enquanto a falta de maciez penalizou em 2,1
pontos.

Dos atributos avaliados (acidez, sal, amargor e maciez), condizem com as
expectativas que levam a uma aceitabilidade ou ndo, de produtos lacteos,
influenciando nas penalidades (GANESAN et al., 2014; MARCANO et al., 2015;
TORRI; SALINI, 2016). Os resultados de penalidades individuais, para cada amostra

sdo apresentados na Tabela 3.8.
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Tabela 3.8- Penalidades individuais de atributos em queijos maturados com indculo de esporos frescos
e esporos comerciais de P. candidum.

Atributos Média hedbnica Penalidade Hedobnica corrigida
QF20
Excesso de sal 0,3 7,6
Excesso de maciez 0,2 7,5
Falta de maciez 7,3 0,6 7,9
Falta de acidez 0,2 7,5
Falta de amargor 0,2 7,5
QC20
Excesso de sal 6.3 0,7 7,0
Falta de maciez ' 1,0 7,3
QF30
Excesso de sal 0,7 7,0
Excesso de acidez 6.3 1,4 7,7
Excesso de amargor ' 1,6 7,9
Falta de maciez 1,2 7,5
QC30
Excesso de sal 1,3 6,9
Excesso de maciez 0,8 6,4
Excesso de acidez 5,6 0,7 6,3
Excesso de amargor 1.8 7,4
Falta de maciez 0,6 6,2
QF40
Excesso de sal 0,8 6,9
Excesso de maciez 6.1 0,8 6,9
Excesso de acidez ' 1,4 7,5
Excesso de amargor 1,6 7,7
QC40
Excesso de sal 11 6,4
Excesso de acidez 53 1,2 6,5
Excesso de amargor ' 2,0 7,3
Falta de maciez 2,1 7,4

Os resultados do teste sensorial Check-all-that-apply (CATA) séo
apresentados conforme a Tabela 3.9. Como pode-se observar, os resultados para o
teste de Cochran indicam que nao houve diferenca significativa para aos tributos de
cor amarelo claro, cremoso, odor de manteiga, mofo, casca aveludada, brilhante e
acido. Entretanto, apresentou diferenga significativa (p< 0,05) para os atributos
salgado, amargo, residual amargo, e alta qualidade. Os atributos significativos séo
apresentados na Analise de Correspondéncia (Figura 3.10). O gréfico representa o
total de 86,45% (F1 = 76,99; F2 = 9,46).



Tabela 3.9- Resultados do teste Q de Cochran para atributos.
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Atributos QF20 QF30 OQF40 QC20 QC30 QC40 p
Cor amarelo
claro 083 074 08l 08 080 072 017
Cremoso 0,56 0,50 0,55 0,55 0,57 0,62 0,48
Odor manteiga 0,26 0,27 0,33 0,18 0,27 0,25 0,14
Salgado 0,46% 043% 0,342 0,362 054> 044 <0,01
Amargo 0,198 0,30%c (,39kd (23 (0419 (0520 <0,01
Mofo 027 035 037 031 033 034 028
Casca 058 053 060 059 060 055 0,67
aveludada
Brilhante 023 033 029 028 034 030 0,39
Saborresidual 342 goga gopgae 18® (34 045¢c <0,01
amargo
Alta qualidade 0,33 0,27% 027 030" 0,18 0,142 <0,01
Acido 023 022 028 019 020 028 0,62
Macio 062 060 061 052 060 049 01

Nota: 2°Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre as amostras teste
Q de Cochran p<0,05).

As amostras de queijos QF com 20 e 30 dias de maturacéo, e o queijo QC com

20 dias de maturacdo foram classificadas como queijos de casca aveludada, cor

amarelo claro, odor de manteiga e de alta qualidade. Essas amostras, foram as que

apresentaram maiores porcentagens de aceitabilidade pelos avaliadores (Figura 3.6).

A amostra de queijo QC com 30 dias de maturacdo foi classificada como queijo

salgado, cremoso e brilhante.

Figura 3.10- Analise de correspondéncia de analise “Check all that apply” para queijos maturados
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O queijo QF com 40 dias de maturacao, foi caracterizado como um queijo
acido e mofo, enquanto o queijo QC com 40 dias de maturacéo, foi caracterizado como
um queijo amargo, com residual amargo. Este ultimo, foi o queijo que obteve menor
aceitabilidade entre as amostras avaliadas. O gosto amargo, com residual amargo e
aroma amoniacal € comum em queijos maturados com mofo branco. Isso se da pela
atividade proteolitica, com producéo de pequenos peptideos e compostos de aménia,
a partir da hidrdlise das proteinas, principalmente nas regides hidrofébicas da caseina
aS1 e B-caseina (FOX et al., 2017).

3.3.8 Correlacéo Estatistica

Todas as variaveis foram utilizadas para avaliar seus principais efeitos sobre
0S queijos, por meio de analise multivariada. Foi aplicado a Anéalise de Componentes
Principais (PCA), para avaliar a composicao fisico quimica, textura, cor, maturagéo e
sensorial. Utilizando o grafico de dispersao 2D, foi possivel identificar os queijos de
acordo com a forma de in6culo do P. candidum e o periodo de maturagédo, sendo
apresentadas as variaveis discretas (scores) (A) e continuas (loadings) (B). O primeiro
componente (PC1) foi capaz de explicar 65,24% da variacdo, enquanto o PC2

explicou 12,75%, totalizando 77,99% da variacéo total (Figura 3.11).
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Figura 3.11- Analise de componentes principais para queijos maturados com inéculo de esporos frescos
e esporos comerciais de P. candidum em até 40 dias de maturagao.
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Nota: A: Grafico de dispersao de escores; B: Grafico de cargas fatorais. Dur: dureza; Ext: extrato seco
total; Mas: mastigabilidade; Pro: proteina; Gor: gordura; IPP: indice de profundidade da
protedlise; IEP: indice de extensdo da protedlise; Acei: aceitabilidade; Tir: tirosina; Hue: angulo
hue; IW: indice de brancura; Cin: cinzas; Cho: Choma; IE: indice de amarelo; Res: resiliéncia;
Elas: Elasticidade; Coe: Coesividade; Aw: atividade de agua; Umi: Umidade.

As semelhancas encontradas entre as amostras foram avaliadas por analise
hierarquica de agrupamento e estdo apresentadas como dendograma. De acordo com

a similaridade, 5 grupos foram sugeridos (Figura 3.12).
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Figura 3.12- Dendograma obtido na Analise Hierarquica de Agrupamentos

QFO Cluster 1
QcCo
QF10
Cluster 2
QC10
QF20 ; Cluster 3
QF30
QC20
ac30 Cluster 4
F40
Q Cluster 5
QC40
0 5 10 15 20

No cluster 1, foram agrupados os queijos frescos, ap0s etapa de salga, sem
receber a aspersao dos inoculos. No cluster 2, foram agrupados os queijos QF e QC
apos 10 dias de maturacéo, correlacionando com os parametros de atividade de agua,
coesividade, umidade e elasticidade. No cluster 3, foi isolado o queijo QF20 (20 dias
de maturacéo), com altos indice de aceitabilidade e indice de brancura.

No cluster 4, foram agrupados os queijos QC com 20 dias de maturacao, e 0s
gueijos QC30 e QF30 com 30 dias de maturacao, correlacionando com os parametros
de tirosina, angulo hue e indice de extensdo de protedlise. No cluster 5, foram
agrupados os queijos QF40 e QC40, com 40 dias de maturacao, correlacionados com
os parametros de indice de profundidade da protedlise, proteina, gordura,

mastigabilidade, dureza, extrato seco total e pH.
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3.4 CONCLUSAO

Com a utilizagdo do delineamento experimental seguido da avaliacdo da
metodologia de superficie de resposta, foi possivel definir as melhores condi¢bes
(concentracdes de nutrientes e pH do meio) para obtencdo da conidiagcdo de P.
candidum.

A partir da conidiacao do P. candidum, uma suspensé&o de esporos frescos foi
definida para aplicacdo na superficie de queijos frescos, levando em consideracéo o
rapido fechamento do micélio superficial.

A aplicacdo de esporos frescos apresentou um arranque inicial de 2 dias no
aparecimento e desenvolvimento do micélio superficial do queijo, diminuindo o risco
de contaminacédo indesejada. Os queijos maturados com esporos frescos foram os
melhores aceitos sensorialmente, e apresentam caracteristicas desejadas, por se
manter com caracteristicas de um queijo pouco maturado, além de apresentar maior
densidade superficial do miceélio, melhorando a sua aparéncia. Desta forma, o in6culo
de esporos frescos de P. candidum em queijos maturados com mofo branco se torna

favoravel.
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CONSIDERACOES FINAIS

As expectativas e percepcdes dos consumidores de queijo maturado com
mofo branco foram compreendidas com a utilizacdo do método de associacdo de
palavras, onde os voluntarios brasileiros definem o queijo maturado com mofo branco,
como um queijo de alta qualidade, agradavel, bonito, com aroma de aménia e leite,
com textura macia e cremosa. Essas caracteristicas refletem na preferéncia de um
gueijo maturado em um curto periodo de maturacao.

Na tentativa de reduzir o tempo de fechamento do micélio superficial do queijo
maturado com mofo branco, foi desenvolvido um meio de cultura nutritivo capaz de
proporcionar a formacao de conidioforos de P. candidum, para entdo estabelecer uma
suspensao de esporos frescos.

A aplicacdo do inoculo de esporos frescos de P. candidum para queijos
maturados com mofo branco, proporcionou caracteristicas de um queijo pouco
maturado, com maior densidade superficial do micélio, o que melhora sua aparéncia.
Além disto, o arranque inicial com ganho de 2 dias quando comparado aos queijos
maturados com esporos comerciais, é positivo, ao fato que diminui a contaminacgao
indesejada.

Devido as caracteristicas desejadas pelos consumidores, as amostras de
gueijos maturados com inéculo de esporos frescos apresentaram maiores notas na
avaliacdo da aceitacdo sensorial, sendo um queijo com sabor pouco maturado e de
boa aparéncia. Desta forma, o inéculo de esporos frescos de P. candidum se torna
favoravel para maturacdo em queijos com mofo branco.

As avaliacbes e informacdes presente nesta tese, podem ajudar no
desenvolvimento de estratégias para favorecer, fortalecer e aumentar o consumo de

gueijos maturados com mofo branco.
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ANEXO A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Universidade Estadual de Ponta Grossa
Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduacao

COMISSAO DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS
Av.: Gen. Carlos Cavalcanti, 4748 CEP: 84030-900 Bloco M, Sala 100
Campus Uvaranas Ponta Grossa Fone: (42) 3220.3108 e-mail: seccoep@uegp.br

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Vocé ,
estd sendo convidado a participar da pesquisa “PRODUCAO E APLICACAO DA
SUSPENSAO DE BIOMASSA DE Penicillium candidum COMO INOCULO
SUPERFICIAL EM QUEIJO” tendo como pesquisador responsavel o Prof? Dr
Alessandro Nogueira da Universidade Estadual de Ponta Grossa e como pesquisador
a doutoranda Priscila Judacewski, da Universidade Estadual de Ponta Grossa. O
objetivo da pesquisa é desenvolver uma biomassa fresca de Penicillium candidum
como in6culo superficial em queijo.

A sua participacdo no estudo serd da seguinte forma: provar os queijos de
forma individual e preencher as fichas expressando sua opinido a respeito do produto
(ficha encontra-se anexada). Gostariamos de esclarecer que sua participacdo é
totalmente voluntaria, podendo vocé: recusar-se a participar, ou mesmo desistir a
gualqguer momento sem que isto acarrete qualquer dnus ou prejuizo a sua pessoa.
Informamos ainda que as informacdes serdo utilizadas somente para os fins desta
pesquisa, e serdo tratadas com o mais absoluto sigilo e confidencialidade, de modo a
preservar a sua identidade. Os beneficios esperados séo disponibilidade de alimentos
enriquecidos nutricionalmente a baixo custo, com seguranca para 0 consumo e de
aceitacdo sensorial consideravel para futuros consumidores na possibilidade desse
produto vir a ser comercializado. No seu caso, vocé estara contribuindo de forma
expressiva para 0 sucesso dessa pesquisa. Caso vocé tenha mais duvidas ou
necessite maiores esclarecimentos, pode nos contatar nos enderecos abaixo ou
procurar o Comité de Etica em Pesquisa da UEPG, cujo endereco consta deste
documento.

Apés as analises vocé sera informado dos resultados desta pesquisa da qual
participa. Sua participacdo € voluntaria, portanto, ndo recebera recompensa ou
gratificacdo nem pagara para participar. Serd garantido o livre acesso a todas as
informacdes e retirada de duvidas sobre o estudo, enfim, tudo o que vocé queira saber
antes, durante e depois da participacdo na pesquisa sem prejuizo ou perda de
gualquer beneficio que possa ter adquirido, tendo também todas as duvidas
esclarecidas sobre a sua participacdo neste trabalho. Em caso de duvidas, vocé
podera entrar em contato com qualquer um dos membros da pesquisa ou com a
Comisséo de Etica em Pesquisa da UEPG:



mailto:seccoep@uegp.br
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Alessandro Nogueira

Avenida. Carlos Cavalcanti, — Uvaranas, Campus Universitario n°® — 4748 Ponta
Grossa /PR

Priscila Judacewski

Avenida. Carlos Cavalcanti, — Uvaranas, Campus Universitario n® — 4748 Ponta
Grossa /PR

Comité de Etica em Pesquisa

UEPG campus Uvaranas, Bloco M, sala 100 Telefone: (42) 3220-
3108.

Assinatura do convidado para a pesquisa

Assinatura pesquisador responsavel Assinatura pesquisador participante

Ponta Grossa, de de 2018.
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ANEXO B — MODELO DE FICHA PARA AVALIACAO SENSORIAL

Universidade Estadual de Ponta Grossa
Departamento de Engenharia de Alimentos

Pés-Graduacao Stricto Sensu em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos

Nome:

Laboratério de Analise Sensorial de Alimentos

1) Por favor, prove a amostra e avalie quanto a impresséao Global (aparéncia e
sabor) de acordo com a escala a seguir:

1-
2-
3-
4-
5-
6-
7-
8-
0-

Desgostei extremamente
Desgostei muito
Desgostei moderadamente
Desgostei ligeiramente
Indiferente
Gostei ligeiramente
Gostei moderadamente
Gostei muito
Gostei extremamente
Amostra: Nota:

2) Margue com X a escala que indica sua opinido sobre o produto

Sal

(I C C O C
Muito Salgado Ideal Pouco salgado
Maciez

C (. O c C
Muito Salgado Ideal Pouco salgado
Acidez

(- (| C O (.|
Muito Salgado Ideal Pouco salgado
Amargo

, C (I C
Muito Salgado Ideal Pouco salgado

3) Marque com um X em TODAS as caracteristicas que se aplicam na

amostra que vocé provou.

Casca aveludada

o Cor amarelo claro o

o Casca branca o Brilhante

o Cremoso o Odor de iogurte

o Odor de manteiga o Sabor residual amargo
o Sabor de estabulo o Ambnia

o Salgado o Alta qualidade

o Amargo o Acido

o Mofo o Macio

o Gorduroso o Caro
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ANEXO C - CORRELAGAO DE PEARSON PARA ANALISES FiSICO QUIMICAS, INSTRUMENTAIS E ACEITAGAO SENSORIAL DE QUEIJOS MATURADOS COM
ESPOROS FRESCOS E ESPOROS COMERCIAIS DE P. candidum.

Variaveis pH Umi  Aw Gor Pro Ext Cin Dur Elas Coe Mas Res W IE Hue Cho IEP IPP Tir  Acei
pH 1,00

Umi -0,29 1,00

Aw -0,28 0,93 1,00

Gor 0,35 -0,82 -0,85 1,00

Pro 0,16 -0,90 -0,87 0,94 1,00

Ext 0,28 -1,00 -0,94 0,83 0,92 1,00

Cin 0,06 0,03 -0,07 -0,127 -0,24 -0,04 1,00

Dur 0,40 -0,90 -0,78 0,60 0,70 0,89 -0,11 1,00

Elas -0,44 0,79 0,83 -0,84 -0,73 -0,78 -0,31 -0,58 1,00

Coe -0,52 0,72 0,80 -0,81 -0,68 -0,72 -0,21 -0,57 0,96 1,00

Mas 0,13 -0,69 -0,59 0,47 068 0,71 -0,28 0,71 -0,21 -0,16 1,00

Res -0,35 0,72 0,8 -0,712 -0,63 -0,72 -0,37 -0,59 0,89 0,92 -0,26 1,00

W -0,18 -0,64 -0,72 056 0,60 065 0,32 043 -060 -0,41 0,30 -0,53 1,00

IE 0,18 0,65 0,70 -0,55 -0,61 -0,66 -0,28 -0,47 058 0,38 -0,33 0,50 -0,99 1,00

Hue 0,18 -0,69 -0,89 0,73 066 0,70 03 0,45 -0,81 -0,76 0,28 -0,87 0,78 -0,73 1,00

Cho 0,43 047 0,556 -0,40 -047 -0,48 -0,29 -0,29 0,41 0,23 -0,23 041 -095 0,95 -0,65 1,00

IEP 0,27 -087 -09 0,8 084 0,87 0,23 0,73 -0,84 -0,77 051 -083 081 -0,81 0,89 -0,68 1,00

IPP 048 -08 -093 093 08 0,8 0,03 0,72 -0,88 -0,85 051 -083 0,63 -063 0,84 -045 0,96 1,00

Tir 001 -0,78 -081 0,8 08 0,78 -0,112 0,58 -0,73 -0,62 0,38 -060 0,83 -0,84 0,73 -0,75 0,89 0,83 1,00
Acei 031 -065 -082 060 055 066 044 053 -0,77 -081L 033 -09% 050 -046 0,87 -0,39 0,77 0,75 0,47 1,00

Nota: Umi: umidade; Aw: atividade de agua; Gor: Gordura: Pro: proteina;

Ext: extrato seco total; Cin: cinzas; Dur: dureza; Elas:

elasticidade; Coe: coesividade; Mas:

mastigabilidade; Res: Resiliéncia: IW: indice de brancura; IE: indice de amarelo; Hue: &ngulo hue; Cho: choma; IEP: indice de extensao da protedlise; IPP: indice
de profundidade da protedlise; Tir: tirosina; Acei: aceitabilidade.



