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RESUMO

O numero de individuos com restricbes ao consumo de leite e derivados cresce a cada ano,
representando um publico-alvo para a indUstria alimenticia, sendo o queijo, o alimento
declarado que mais sentem falta. Assim, constata-se a necessidade da &rea alimenticia em
elaborar produtos que atendam ao seguimento. Diante disso e dos beneficios & saude da
castanha-de-caju e adicdo de microrganismos probi6ticos aos alimentos, o proposito deste
trabalho é estudar diferentes tratamentos para a coagulacdo proteica do extrato vegetal de
castanha-de-caju e o desenvolvimento de um alimento probiético tipo queijo a partir do
microrganismo Bacillus clausii. O extrato vegetal foi produzido através da maceracdo da
castanha-de-caju com agua mineral na proporcao de 22,5 % (m/m) e filtragdo com tecido tipo
voil. Para a avaliacdo da coagulacdo do extrato vegetal de castanha-de-caju, utilizou-se
diferentes agentes coagulantes, como temperatura de 80 e 127 °C, acido acético e citrico para
0 ajuste do pH em 3, 4 e 5, e cloreto de sddio e sulfato de magnésio nas concentracées de 0,5,
1 e 2% (m/v). Os agentes foram testados separadamente e de forma combinada. O tratamento
que apresentou melhor aspecto visual, aparéncia do soro e porcentagem de coagulacédo proteica
foi empregado na elaboracdo do queijo vegetal. O analogo de queijo probidtico a base de
castanha-de-caju foi desenvolvido através da coagulagdo com ajuste de pH para 5 com &cido
citrico 1M e aquecimento em 127 °C a pressdo de 1,5 kgficm?, e fermentagdo da coalhada
mediada por cultura de Bacillus clausii durante 72h. O produto obtido apresentou contagem de
bactérias de 1,25 x 107 UFC/g apds 72 horas de fermentacdo, teor de umidade 60 %, teor
proteico de 10,55 % e rendimento em torno de 63 %.

Palavras-chave: Alimento a base de plantas. Coagulacdo. Fermentacdo. Bacillus clausii.



ABSTRACT

The number of individuals with restrictions on the consumption of milk and derivatives grows
every year, representing a target audience for the food industry, with cheese being the declared
food they miss the most. Thus, there is a need for the food sector to develop products that meet
the needs of the segment. In view of this and the health benefits of cashew nuts and the addition
of probiotic microorganisms to foods, the purpose of this work is to study different treatments
for protein coagulation of cashew nut plant extract and the development of a probiotic food of
the type cheese from the microorganism Bacillus clausii. The plant extract was produced by
macerating cashew nuts with mineral water at a ratio of 22.5 % (m/m) and filtration with voil
fabric. To evaluate the coagulation of the cashew nut plant extract, different coagulating agents
were used, such as temperature of 80 and 127°C, acetic and citric acid to adjust the pH to 3, 4
and 5, and sodium chloride and magnesium sulfate at concentrations of 0.5, 1 and 2 % (w/v).
The agents were tested separately and combined. The treatment that presented the best visual
appearance, whey appearance and percentage of protein coagulation was used in the preparation
of vegetable cheese. The probiotic cheese analogue based on cashew nuts was developed
through coagulation with pH adjustment to 5 with 1M citric acid and temperature of 127 °C at
a pressure of 1.5 kgf/cm?, and fermentation of the curd mediated by Bacillus clausii culture for
72 h. The product obtained had a bacteria count of 1.25 x 10" CFU/g after 72 hours of
fermentation, moisture content 60 %, 10.55 % protein content and yield around 63 %.

Key-words: Plant-based food. Coagulation. Fermentation. Bacillus clausii.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Estrutura da micela de CaSeINa .........cueieriiiiiieiiiie e 21
Figura 2 - Processo geral de fabricagdo do QUEIJO ..........eeivieiiiiiiiiiiiiesieeee e 22
Figura 3 - Coagulagéo cida e enzimatica do I8Ite ...........ccooveiieiiiiiiii e 25
Figura 4 - Niveis de estrutura das Proteinas..........ccoceereerierieiiesieesie e 28
Figura 5 - Castanha-de-caju € PedUnCUIO ............ooiiiieiiee e 35
Figura 6 - Disperséo coloidal diluida com base vegetal .............ccccoovieiiiiiiiiieiece 36
Figura 7 - Curva de crescimento MICrODIAND .........ccuiiiiiiiiieiii e 39
Figura 8 - Castanha-de-caju crua e Nidratada..............ccoeivieiiiiieiiie e 42
Figura 9 - Trituragao da Castanna-g8-CajJU...........cuuerrierieriiieiiieniee et 43
Figura 10 - Filtragem e obtengdo do extrato vegetal ............ccocoviiiiiiiiiiiie e 43
Figura 11 - Coagulagdo do extrato VEGetal............coouiiiiiiiieiiieie e 48
Figura 12 - Dessoragem do COAQUIO ........ccuiiiiiiiiiiieiee e 49
Figura 13 - Moldagem e fermentacao dos COAQUIOS ..........eeevvireiiiee i 50
Figura 14 - Queijos vegetais armazenados nos recipientes PIastiCos ...........ccccvveeviveeviveeennnnn. 51
Figura 15 - ANALISE SENSOTIAl.........ccviiiiiiie et 54
Figura 16 - Extrato vegetal de castanha-de-Caju ..........cccccueeiiiieiiiie e 55
Figura 17 - Tipos de coagulos obtidos com os tratamentos de coagulacao .................cc......... 55

Figura 18 - Efeito de calor de 80° C e concentracdes de sais e pH sobre a coagulacao de proteinas
do extrato vegetal de castanha-de-Caju ..........ccveeiiieeiiiieciii e 56
Figura 19 - Efeito da combinacdo de calor a 80°C e diferentes concentracGes de sais sobre a
coagulacdo de proteinas do extrato vegetal de castanha-de-Caju ..........ccccccovveeviveeiieeeiiineennn, 57

Figura 20 - Efeito da combinacao do ajuste do pH e calor a 80°C e ajuste do pH para 3 e calor

Figura 21 - Efeito da combinacdo Acido Acético e diferentes concentracdes de NaCl e MgSO4
sobre a coagulacdo de proteinas de extrato vegetal de castanha-de-caju.............cccccovvveevnnennn 58

Figura 22 - Efeito da combinacdo Acido Citrico e diferentes concentracdes de NaCl e MgSO4

sobre a coagulacdo de proteinas de extrato vegetal de castanha-de-caju.............cccccovvveevnnennn 59
Figura 23 - Tratamentos responsaveis pela formacéo do codgulo tipo 2..........c.cccevveevvveennnn. 60
Figura 24 - Tratamentos responsaveis pela formacdo do codgulo tipo 3........cccccevevveiiiieninnnn 62
Figura 25 - Placas de contagem das amostras em triplicata em 16h de fermentagéo.............. 64

Figura 26 - Microrganismos Viaveis nas amostras Controle .............ccccvevveeevieeciiee e, 65



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Principais constituintes do leite de VaCa ...........ccovveiiieeiiiie i 20
Tabela 2 - Classificagdo MiSta A0S QUETJOS. ......ccvveiuieriiieiieiiie sttt 27
Tabela 3 - Composigéo centesimal de extrato de castanha-de-Caju..........ccccocveeviveerieeeninnnnnn 37
Tabela 4 - Porcentagem de proteina coagulada a partir dos métodos de coagulagéo.............. 63

Tabela 5 - Resultado da contagem de microrganismos viaveis no extrato de castanha-de-caju e

queijo vegetal em diferentes periodos de fermentacao ...........ccccvevveeiieeciesiie s 64
Tabela 6 - Teor de umidade do andlogo de queijo controle e probiGtico............cccoevveriernnen. 67
Tabela 7 - Resultado das analises de dosagem de proteinas do extrato e queijo vegetal......... 68

Tabela 8 - Valores médios e desvio padrdo dos atributos e intencdo de compra avaliados na
analise sensorial do andlogo de queijo controle e probiOtiCo ..........coovvveiiiiiieiiiiie e, 69



LISTA DE QUADROS

Quadro 1 - Métodos de desnaturaGao de Proteinas ..........cccuevveuerieeiiriienieneeie e 29
Quadro 2 - Numeros dos tubos e métodos de coagulagao testados ..........ccevvviiverieneenieennnnn, 45
Quadro 3 - Combinagéo de calor e sais para a coagulagao ............ccoovvvereeiiieiiienie e 45

Quadro 4 - Combinagio de calor e acidificacdo por Acido Acético e Acido Citrico para a
(01T o [0 ot o PSP TP PRROPRPP 46
Quadro 5 - Combinagcéo de diferentes concentracdes de sais e ajustes de pH com Acido Acético
oL Ul To [T 1 (1ol TR 47



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

UFC — Unidades Formadoras de Colonia

IBOPE - Instituto Brasileiro de Opinido Publica e Estatistica
HTST — High Temperature Short Time

LTLT — Low Temperature Large Time

FIESP — Federacdo das IndUstrias do Estado de S&o Paulo
NaCl — Cloreto de Sédio

MgSO* — Sulfato de Magnésio

PCA — Meio &gar padrdo para a contagem

ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria



2.1

2.2

3.1

3.2

3.3

3.4

34.1

3.4.2

3.4.3

3.4.4

3.5

3.6

3.6.1

3.6.1.1

3.6.2

3.6.3

3.7

SUMARIO

INTRODUGAO ..ottt n s 16
OBUJIETIVOS ..ot e et e e e nnba e e e e anees 18
OBIETIVO GERAL ..ottt 18
OBJETIVOS ESPECIFICOS. ..ottt 18
REFERENCIAL TEORICO......coiiiieeeeeeeeeeeeeee et en et 19
VEGETARIANISMO E VEGANISMO ....oooiiiiiiiiiiiiece e 19
LEITE DE VACA .ttt ettt e e st a e e s ntbeee e 20
QUEIIO oottt ettt ettt sttt 22
COAGULACAO DE PROTEINAS NA PRODUCAO DO QUEIO.........ccccu....... 27
Conceito geral e estrutura de Proteinas...........ccccveeiiiieeiiiee s 27
Desnaturacao de ProteiNAS ..........covueeiiieeeiiee e ee e ae e 29
Precipitac@o de ProteiNaS.........ccveiiieeiiiee e 30
Coagulacao de ProteiNGAS ........ccciviieiiiee s e e aree e 30
QUEIIO VEGANOD ...ttt e e 31
PRODUCAO DO QUEIJO VEGETAL DE CASTANHA-DE-CAJU..........ccoceue..... 34
CaStaNN@-AE-CaJU.......cccueieiiieeiiie et e e er e e e e aree e 34
Extrato de Castanha-de-CajUu ..........cccveiiiieiiiie e 36
Coagulacao do extrato VEgetal ............coccvveeiiii i 37
Y/ TTod o] o] o) ¢ We (0130 [ 1=] | [0 LS PO OPPPRRTRPPPR 38

ALIMENTOS PROBIOTICOS........oiieiiceeieeeeie e, 40



3.7.1

4.1

4.2

4.3

43.1

4.3.2

4.4

4.5

45.1

45.2

45.3

454

45.5

4.5.6

4.6

46.1

46.1.1

46.1.2

4.6.2

4.6.3

BaACHIUS ClAUSTE .o ettt 40

MATERIAIS E METODOS ..ottt ettt ettt 42
INOCULO ..ottt 42
ELABORACAO DO EXTRATO VEGETAL DE CASTANHA-DE-CAJU............. 42
AVALIA(;AO DA COAGULAQAO DO EXTRATO VEGETAL .....ovvvvveeeiie 44
Tratamentos individuais para coagulagéo do extrato proteico ............cccoceevenenn 44

Combinacéo de diferentes tratamentos para coagulacéo do extrato proteico ... 45

ANALISE DA QUALIDADE DOS COAGULOS ......oovuiiiiriieineiacineeenneesneeeees 48
ELABORACAO DO QUEIO VEGETAL ..ottt 48
Coagulacao do extrato VEgetal ...........ccccuveeiiie e 48
[D=R o] = W (o JNolo Y=o 1 | (o 1SS 49
Inoculacéo e moldagem do COAQUID .........eeeiiiieiiiicie e 49
(] 0 01=] ] = To= Lo PP PRPT 50
PrBINSAGEIM . ...t 50
T 1[0 - PSSR OPRPSURRPPR 50
ANALISE DO QUEIJO VEGETAL .....ooiiueieieieeee et en s 51
ANAlise MICIODIOIOQICA .......ccoviieiiiie e 51
Analise microbioldgica do extrato vegetal............ccoveviieeiiiec i, 52
Analise microbiologica dos qUEIjos VEQELaAIS..........ccvvveiiiveeiiiee e 52
RENAIMENTO. ...t 52
TeOr de UMITAAE. ......cciiiiiiiie e 52



4.6.4  DO0SAgemM de PrOtEINGS. .....c.eeiiiiiiiieiieeii ettt ettt 53
4.6.5  ANALSE SENSOTTAL .. ..ccuiiiiiiiiii e 53
5 RESULTADOS E DISCUSSAO .......coooviiieeeeeeeeee s st 55
5.1 CARACTERISTICAS DO EXTRATO VEGETAL......cocooviviveviieeeeeeeenen e 55
5.2 AVALIA(;AO DA COAGULAQAO DO EXTRATOVEGETAL ..o 55
5.2.1  Tratamentos que formaram 0 COAgUIO tIPO 1.......cccoviiiiiiiiiiiiice e, 56
5.2.2  Tratamentos que resultaram na formagao do coagulo tipo 2..........ccccevrverinene 60
5.2.3  Tratamentos que resultaram na formacao do coagulo tipo 3........ccccccvevriernene 61
5.2.4  Consideragdes a respeito da escolha do método de coagulago .......................... 63
5.3 AVALIACAO DO QUEIO VEGETAL ..ottt 64
5.3.1  Analise MICrobIolOQICa ........ueeeiiiieiiiie e 64
5.3.2 Rendimento e avaliaGao d CUSLO .......cccuvveiiireiiiiie e 65
5.3.3  TeOr de UMITAOE. ......coiiiiiiiieii et 66
5.3.4  D0sagem de ProteINAS........ccuviiiieeeiieeesee e cee s rtee et a e e e e e e e s e aaee e 67
5.3.5  ANALISE SENSOTTAL ....c.uiiiiiiiiii e 68
6 CONCLUSAO ..ottt 71
6.1 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS........oveeeiieieereeeeeeeeeeeee e 71
REFERENCIAS ... ottt 73

APENDICE A - FICHA DE AVALIACAO SENSORIAL ........c.cooviieiieeerceeeceen, 80



16

1 INTRODUCAO

O leite e seus derivados sdo alimentos muito consumidos. Entre eles, o queijo é um dos
produtos que apresenta maior demanda por estar muito presente na dieta da populagéo.
Observa-se que 30 % da producdo mundial de leite é destinada a fabricacdo de queijos
(PAULA; CARVALHO; FURTADO, 2009).

Ao mesmo tempo, a constatacdo do crescimento no ndmero de individuos que
apresentam limitacfes ao consumo de derivados de leite, tanto por questdes de salde, devido
as reacOes adversas ao leite, quanto filosoficas, como veganismo e vegetarianismo, demonstra
a necessidade da elaboracdo de produtos que atendam a esses grupos, e que apresentem
propriedades sensoriais semelhantes aos alimentos disponiveis no mercado (SOCIEDADE
VEGETARIANA BRASILEIRA, 2021).

Diante disso, o fornecimento de novos produtos sem ingredientes de origem animal é
uma grande oportunidade para a inddstria de alimentos atingir esse novo mercado potencial.
Apesar do crescimento dessa nova categoria de consumidores, a area alimenticia ndo esta
devidamente preparada para atender esse mercado, sendo necessario o desenvolvimento de

novos alimentos veganos e vegetarianos.

O queijo vegetal, € uma categoria de analogo de queijo ndo lacteo a base de plantas, que
busca ter propriedades como, sabor, textura, cor e forma, semelhantes a do queijo de origem
animal. A fabricacdo desse alimento a base de plantas pode ser realizada a partir de diferentes
fontes vegetais, como soja, coco, amendoim, aveia, arroz e castanhas, e através de uma
metodologia semelhante a da producéo de queijos de origem animal, apresentando as seguintes
etapas basicas: producdo do extrato hidrossoluvel vegetal, coagulacdo, corte da coalhada,

dessoragem, prensagem, moldagem, salga e maturacao.

A castanha-de-caju (Anacardium occidentale) é um alimento de alto valor nutricional e
rica em minerais, composta de 20 a 24 % de proteinas, 23 a 25 % de carboidratos e 40 a 57 %
de lipidios (OLAYINKA et al. 2018). Essa oleaginosa apresenta grande potencial para a
producdo de laticinios veganos, pois além da sua importancia nutricional e econdmica para o
pais, possui proteinas com propriedades funcionais de alto potencial para serem utilizadas na
industria de alimentos (LIU et al., 2018).
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A busca por um estilo de vida mais saudavel aumentou o consumo de alimentos
probioticos. Tendo em vista os beneficios dessa categoria de alimentos, a industria de laticinios
tem acrescentado em seus produtos culturas probidticas, definidas como microrganismos vivos
que conferem beneficios a salide do hospedeiro quando consumidos em doses adequadas.
Dentre os microrganismos probidticos, o Bacillus clausii, bactéria Gram-positiva e formadora
de esporos, é uma espécie capaz de estabelecer relagcbes simbidticas com o organismo

hospedeiro e proporcionar beneficios a saude.

O presente trabalho tem por objetivo avaliar diferentes tratamentos para a coagulagao
proteica do extrato vegetal de castanha-de-caju e a producdo de um alimento probiético tipo
queijo, indicado aos individuos que ndo consomem alimentos de origem animal, por meio da

fermentacdo mediada por cultura de Bacillus clausii.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBIJETIVO GERAL

Elaborar um alimento tipo queijo & base de castanha-de-caju com caracteristicas

probioticas a partir da fermentacdo mediada por Bacillus clausii.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Com o intuito de atingir o objetivo geral apresentado, os seguintes objetivos especificos
foram estabelecidos:

a) Avaliar o efeito do calor, pH e concentracdo salina sobre a coagulacéo proteica de extrato
vegetal de castanha-de-caju quanto ao aspecto visual, aparéncia do soro e porcentagem de

proteinas coaguladas;

b) Utilizar a melhor combinacao de fatores coagulantes para produzir um alimento tipo queijo

com metodologia semelhante a empregada na producdo de queijos de origem animal;

c) Caracterizar o produto obtido através da umidade, rendimento, quantificacdo de proteinas e

contagem de microrganismos;

d) Avaliar a aceitacdo e intencdo de compra do produto desenvolvido por meio de analise

sensorial.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 VEGETARIANISMO E VEGANISMO

As sociedades humanas, no decorrer da historia, tém originado diversos modelos
alimentares. Devido a inconsisténcia de informagdes, ndo se sabe ao certo quando a dieta
vegetariana comegou a ser empregada pelos humanos (DONEDA, 2021). Contudo, existem
indicios cientificos de que o vegetarianismo tenha surgido na pré-historia com os primeiros
hominideos (CAVALHEIRO et al., 2018).

O vegetarianismo é uma dieta alimentar em que os individuos ndo consomem nenhum
produto de origem animal. O termo vegetariano compreende uma vasta variedade de dietas,
podendo ser classificado em: ovolactovegetarianismo (consomem ovos, leite e laticinios),
lactovegetarianismo (incluem leite e laticinios na alimentag&o), ovovegetarianismo (utiliza
ovos na dieta) e vegetarianismo estrito (restricdo alimentar de todos os produtos de origem
animal) (SOCIEDADE VEGETARIANA BRASILEIRA, 2022).

O veganismo, por sua vez, é um estilo de vida que, dentro do possivel, discorda de
qualgquer modo de exploracdo animal. Com o objetivo de criar uma proposta dentro do
vegetarianismo, 0 movimento surgiu em meados da década de 40 (FERRIGNO, 2012). Assim,
os individuos veganos séo contrarios ao consumo de produtos de origem animal, a exploracédo
para a realizacdo de trabalho forcado, como componentes em produtos ou processos
manufaturados (roupas, cosméticos, produtos de limpeza etc.), utilizacdo de animais em
pesquisas e para qualquer forma de entretenimento (circos, rodeios, zooldgicos etc.)
(TRIGUEIRO, 2013).

Diversos motivos fazem com que aumente a adesdo de individuos a esse estilo de vida
vegetariano e vegano. As principais razdes estdo associadas a ética e direito dos animais, saude,
meio ambiente e religido (COUCEIRO et al., 2008).

O movimento vegetariano e vegano vem crescendo a cada ano e tomando maiores
dimensdes no mercado mundial. Segundo pesquisa do IBOPE de abril de 2018, 14 % da
populacdo brasileira declarava-se vegetariana. Essa porcentagem representa 30 milhGes de
individuos, o que corresponde a um numero de pessoas maior que a populacdo total de alguns

paises como Austradlia e Nova Zelandia. Além disso, a pesquisa revela que dentre as 2.002
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pessoas entrevistadas, 60 % declararam que consumiriam esses alimentos se estivessem com o

mesmo preco que os produtos que ja estdo acostumados a consumir.

Individuos que seguem esse estilo de vida representam um publico-alvo novo para
grandes instituicdes, que buscam proporcionar-lhes produtos alimenticios especificos. Contudo
o mercado de alimentos veganos e vegetarianos nao alcanga somente os individuos pertencentes
a esses grupos, mas também uma parte da populagdo que procura reduzir o consumo de produtos
de origem animal, como os individuos intolerantes a lactose. Tornando-se necessario
desenvolver produtos nutritivos especificos para esses grupos e que apresentem caracteristicas

sensoriais semelhantes aos alimentos encontrados no mercado.

3.2 LEITE DE VACA

O leite de vaca, segundo a Instrucdo Normativa n° 51 de 18 de setembro de 2009, é um
produto proveniente da ordenha completa e ininterrupta, em circunstancias higiénicas, de vacas
sadias, bem alimentadas e descansadas (BRASIL, 2002). O leite € um produto muito consumido
na alimentacdo humana e dispde de um elevado grau de complexidade. Formado por mais de

20 componentes, sendo os principais apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Principais constituintes do leite de vaca

Constituinte Percentual

Agua 86,0 a 88,0

Solidos Totais 12,0a14,0
Gordura 3,5a45
Proteina 3,2a35
Lactose 4,6a5,2
Mineiras 0,7a0,8

Fonte: Noro (2001)

Dentre a composicdo proteica do leite, que engloba diversas proteinas, 85 % sédo
representadas por caseina, da qual existem varios tipos identificados (alfa, beta, gama e kappa-
caseina). Enquanto a composicdo lipidica, é constituida em 98 % de triglicerideos, e a lactose

sendo o principal carboidrato presente no leite (NORO, 2001).
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A caseina, principal proteina do leite, apresenta uma conformacao molecular que expde
suas regides hidrofobicas e hidrofilicas. Devido a essa caracteristica anfipatica, as caseinas
organizam-se em submicelas que interagem, principalmente por meio de fosfato de célcio,
formando as micelas, Figura 1. As proteinas alfa e beta-caseina, por serem moléculas
hidrofébicas, encontram-se dispostas no interior da micela, enquanto a superficie da estrutura
é composta por kappa-caseina (DALGLEISH, 2011; SILVA et al., 2019).

Figura 1 - Estrutura da micela de caseina

Submicela com mais
kappa-caseina

kappa-caseina

Submicela com mais alfa-caseina
fosfato de calcio alfa-caseina

Fonte: Cheese in the City (2019)

Apresentando uma utilizacdo muito abrangente, o leite € um dos produtos mais versateis
da agroindustria. Além de ser uma bebida pronta para consumo, € utilizado como matéria-prima
na fabricacdo de diferentes produtos na industria alimenticia, como iogurte, sorvete, manteiga,
doce de leite, queijo e outros (BAYER, 2019).

Entre os derivados do leite, 0 queijo € um dos produtos mais difundidos e, com isso,
existe uma elevada demanda por esse alimento (CRUZ; RIBEIRO; OLIVEIRA, 2020). Estima-
se que 30 % da producdo mundial de leite é destinada a fabricacdo de queijos (PAULA;
CARVALHO; FURTADO, 2009).
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Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA (BRASIL,

1996), entende-se por queijo:

O produto fresco ou maturado que se obtém por separacédo parcial do soro do leite ou
leite reconstituido (integral, parcial ou totalmente desnatado), ou de soros lacteos,
coagulados pela acdo fisica do coalho, de enzimas especificas, de bactéria especifica,
de &cido organicos, isolados ou combinados, todos de qualidade apta para uso
alimentar, com ou sem agregacdo de substancias alimenticias e/ou especiarias e/ou
condimentos, aditivos especificamente indicados, substancias aromatizantes e
matérias corantes.

O queijo é basicamente um produto obtido a partir de um processo de coagulacdo do

leite. Em que parte dos componentes solidos, especialmente proteina e gordura, sdo

concentrados na coalhada. Enquanto os sdlidos soliveis, lactose e restante das proteinas

permanecem presentes no soro do leite, parte aquosa removida durante a fabricacdo (FOX, 2000
citado por PAULA; CARVALHO; FURTADO 2009).

O processo para a elaboracdo do queijo compreende algumas etapas bésicas

apresentadas na Figura 2.

Figura 2 - Processo geral de fabricacdo do queijo
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Fonte: adaptado de Ordo6fiez (2005)
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A producdo do queijo inicia com a selecdo do leite, que normalmente é o de vaca, mas
pode ser obtido a partir de diferentes mamiferos, como ovelha, cabra e bufala. A maior
diversidade dos queijos é obtida atraves do leite integral. No entanto, dependendo do tipo de
produto é preciso normatizar a quantidade de gordura. Em todo caso, o leite necessita ser livre
de antibidticos e conter uma boa qualidade microbiolégica, a fim de evitar qualquer reacao
indesejavel. O queijo obtido através do leite cru s6 € permitido quando o produto € maturado
por 60 dias a temperatura maior que 5 °C. Para 0s outros casos, realiza-se a pasteurizacdo do
leite cru, etapa responsavel por destruir os microrganismos patogénicos e, assim, assegurar a
satde do consumidor (ORONEZ, 2005).

A pasteurizagdo € um tratamento térmico que pode ser realizada atraveés de duas
condicdes: o procedimento HTST, processo rapido que acontece em trocadores de calor a
placas, em que o leite é aquecido a 72°C durante 15 minutos, ou por LTLT, processo de
aquecimento lento, onde o leite permanece 30 minutos na temperatura de 65 °C. O leite
pasteurizado apresenta reducdo do calcio soltvel, o que resulta na perda de sua disposi¢éo para
a coagulacdo. Assim, adiciona-se cloreto de célcio, na proporcdo de 1,2 g/L, a fim de evitar
atrasos na etapa de coagulacdo e para a obtencdo de uma coalhada mais firme. Além disso, o
tratamento térmico destrdi a microbiota natural do leite, sendo necessario a adi¢do de um cultivo
iniciador constituido de bactérias lacticas (ORONEZ, 2005).

A adicdo do cultivo iniciador é uma das operacdes chave na fabricacdo dos queijos, com
a finalidade de produzir acido latico através das bactérias lacticas e contribuir para a criacao
das propriedades sensoriais do alimento. Nessa fase estabelecem-se as circunstancias para a
producdo de queijos moles ou duros e, entre esses dois extremos, existe a possibilidade de
produzir todas as variedades de queijo. Na elaboracdo dos queijos moles, é necessario acumular
acido latico antes da formacdo da coalhada, mantendo-se o leite inoculado por determinado
tempo e temperatura, possibilitando o crescimento do cultivo iniciador antes da incorporacdo
do coalho. Enquanto nos queijos duros, adiciona-se o coalho em seguida do cultivo iniciador,
praticamente ndo havendo a producdo de acido latico. Os géneros de bactérias acido laticas
mais encontradas nos queijos sdo 0s Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc e
Enterococcus (ORONEZ, 2005; FOX, et al. 2000 citado por BRUNO; CARVALHO, 2009).

A formacdo da coalhada é a fase em que ocorre a obtencdo da massa do queijo. Nessa
operacdo adiciona-se 0 agente coagulante que através de modificagdes fisico-quimicas das

micelas de caseina, ocasiona a coagulacéo do leite e formacdo de um coégulo firme, chamado
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coalhada (LAMPERT; AGNOL, 2019). A coalhada pode ser obtida por meio de duas vias:

lactica ou enzimaética, representado na Figura 3.

A coalhada lactica é alcancada através de acidificacdo. A coagulagdo acida consiste na
diminuicdo do pH devido ao &cido latico produzido pelas bactérias laticas, através da
fermentagdo da lactose. A medida que o pH do leite diminui, em direcdo ao ponto isoelétrico
da caseina (pH de 4,6), as micelas sofrem alteragdes em suas cargas superficiais e se agregam
formando uma rede proteica insolivel que engloba a gordura, lactose e sais minerais. A
temperatura influencia diretamente na precipitacdo das caseinas, visto que, em 20 °C obtém-se

a precipitacdo em pH 4,6, enquanto a 40 °C ocorre proximo a 5,2 (ORONEZ, 2005).

Enquanto a coalhada enzimatica é obtida por intermédio da atividade do coalho ou de
qualquer outra enzima coagulante. Tradicionalmente o coalho utilizado € a renina, enzima de
origem animal extraida a partir do quarto estbmago de bezerros lactantes, cujo principio ativo
€ a quimosina e que apresenta baixas quantidades de pepsina. Contudo, em razdo do aumento
da producdo mundial de queijo, estudos estdo sendo realizados para desenvolver um substituto.
Como ¢é o caso do coalho microbiano produzido a partir de fungos ou leveduras especificas. A
coagulacdo enzimatica envolve a alteracdo das micelas do leite atraves da acdo proteolitica do
coalho sobre a caseina, proteina presente na camada superficial dessas particulas. Com a
hidrolise da caseina, as micelas perdem sua estabilidade eletrostatica e formam uma rede
tridimensional, através de sua agregacdo, induzida pelo célcio (PERRY, 2004; ORONEZ,
2005).

A maior parte dos queijos séo fabricados através da coalhada mista, em que utiliza-se,
em maior ou menor quantidade, as caracteristicas da coalhada latica ou enzimatica, dependendo
da variedade que esta sendo produzida. A coalhada latica predomina na elaboracdo de queijos
moles, por ser fragil, porosa, pouco contraivel e dificil de dessorar. Enquanto a enzimatica esta
em maior medida na fabricacdo de queijos duros, pois é compacta, flexivel, impermeavel,
contraivel e facil de dessorar (ORONEZ, 2005).
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Figura 3 - Coagulacdo 4cida e enzimética do leite
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Fonte: Cheese in the City (2019)

O corte da coalhada é realizado cuidadosamente devido a fragilidade do coagulo, e
consiste na separacdo da coalhada em partes iguais para favorecer a expulsdo do soro. Na
obtencdo de queijos de menor umidade € necessario a formacéo de gréaos pequenos, visto que,
quanto menor o tamanho da particula, maior é a saida de soro, devido ao aumento da area
superficial da massa. Contudo evita-se a obtencdo de grdos muito pequenos, pois, esses podem
ser removidos junto com o soro durante a separacio (FRACASSO; PFULLER, 2014).

Apos a obtencdo do ponto da massa, realiza-se a operacao de dessoragem. Na qual os
grdos da coalhada expulsam a fase liquida, denominada soro. A retirada do soro deve ser
realizada de forma rapida e eficiente, impedindo possiveis perdas da massa e para controle da
acidez. Em seguida, ocorre a moldagem, que corresponde a insercdo da coalhada em moldes
apropriados para produzir a forma caracteristica de cada tipo de queijo. Esses moldes possuem
pequenas aberturas para que o0 soro ainda retido entre os grdos da coalhada seja drenado. Além
de ser uma questdo de estética, o tamanho do queijo interfere na obtencdo de determinadas
caracteristicas especificas. Normalmente os queijos sdo produzidos em tamanhos e formatos
diversos, variando de 250 g até 80 kg (FRACASSO; PFULLER, 2014).

A prensagem € realizada com a finalidade de proporcionar a separa¢do do soro ainda
presente na coalhada, transformando-a em uma massa compacta e com aparéncia comercial

agradavel. Os queijos com elevado teor de umidade ndo passam pela etapa de prensagem,
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enquanto os queijos de baixa umidade séo prensados com pesos variados conforme o tamanho
e a variedade que estd sendo fabricada (FOX; MCSWEENEY, 1998 citado por PAULA,
CARVALHO; FURTADO, 2009).

A salga, etapa efetuada em todas as variedades de queijo em algum momento da
producdo, é uma operacdo de grande importancia. Visto que o sal tem o objetivo de intensificar
o0 sabor, controlar o desenvolvimento microbiano, regular os processos bioquimicos e fisico-
quimicos. As técnicas de saga mais utilizadas sdo: no leite, nos queijos recém-fabricados em
salmoura, sal a seco na superficie dos queijos ou por adi¢do aos graos da coalhada. A quantidade
de sal adicionado, para a maioria dos queijos, varia de 0,5 a 2,5 % em massa do queijo
(LAMPERT; AGNOL, 2019).

A maturacado é a fase final do processo de producdo do alimento, exceto para aqueles
consumidos frescos, como a ricota e minas frescal. Essa operacdo é muito complexa e consiste
em uma serie de fenémenos fisicos, bioquimicos e microbiolégicos, que alteram a composigédo
quimica do produto, principalmente em relagcdo ao conteido de agucares, proteinas e lipidios, e
produz as substancias responsaveis por determinados sabores, texturas e aromas. O processo de
maturacao consiste em submeter os queijos, durante determinado periodo (poucas semanas a
muitos meses), a determinada temperatura e umidade. Parametros que variam conforme o tipo
de variedade que se deseja produzir (PERRY, 2004).

Apesar da tecnologia de processamento ser comum a quase todos os tipos de queijo,
estima-se que existam em torno de mil variedades do alimento. A fabricacdo dos numerosos
queijos necessita de diferentes operacdes do leite e da coalhada, alteracbes na etapa de
coagulacdo e adicdo do cultivo iniciador, e das condi¢cdes de maturacdo, que influenciam de
forma significativa na obtencdo de determinado tipo de queijo (PERRY, 2004). As variedades
do alimento podem ser classificadas segundo diferentes caracteristicas. Walter e Hargrove
(1972), apresentam uma classificacdo mista dos queijos, Tabela 2, de acordo com a umidade,

microrganismos que participam da maturacéo e seus efeitos.
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Tabela 2 - Classificagdo mista dos queijos
1. Queijos Muito Duros (umidade inferior a 25 %)

1.1 Maturados por bactérias: Parmesdo, Romano.
2. Queijos Duros (umidade de 25 a 36 %)

2.1 Com buracos. Maturados por bactérias: Emmenthal, Gruyere.

2.2 Sem buracos. Maturados por bactérias: Cantal, Chedder, Manchego, Catellano,
Moho6n, Edam, Gouda, Cacicavallo.

3. Queijos Semimoles (umidade de 36 a 40 %)

3.1 Maturacao por bactérias: Gallegos, tipo manchego, St. Paulin, Lancashire.

3.2 Maturacao por bactérias e microrganismos (bactérias e leveduras) superficiais:
Limburger, Tilsit, Bel Pasese, Munster.

3.3 Maturacao por mofos internos (azuis): Roquefort, Cabrales, Gorgonzola,
Stilton, Danablu.

4. Queijos Moles (umidade superior a 40 %)

4.1 Maturados por mofos artificiais: Camembert, Brie

4.2 Ndo-maturados: Mozzarella, Cottage, Burgos, Villalon, Petit Suisse.
Fonte: Orddfiez (2005)

O leite e seus produtos derivados sdo alimentos demasiadamente consumidos pela
populacdo. No entanto, constata-se o crescimento do mercado designado a um grupo de pessoas
que, por diferentes razdes, buscam produtos alternativos ao leite de vaca e seus derivados.
Dentre essas razdes, estdo os individuos que seguem um estilo de vida vegetariano ou vegano

e 0s que apresentam reacdes adversas ao leite (MACHADO, 2017).

3.4 COAGULACAO DE PROTEINAS NA PRODUCAO DO QUEIJO

3.4.1 Conceito geral e estrutura de proteinas

As proteinas sdo polimeros complexos constituidos por 20 aminoacidos distintos
conectados, em que cada um possui uma cadeia lateral com caracteristicas especificas. Essas
macromoléculas compdem todos 0s processos que acontecem nas células, realizando um papel
central nos organismos biolégicos e com uma imensa variedade de funcdes. A estrutura das
proteinas pode ser caracterizada em quatro niveis de organizacdo: primario, secundario,

terciario e quaternario, conforme representado na Figura 4.
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Figura 4 - Niveis de estrutura das proteinas

Estrutura
primaria Estrutura

Fro] quaternaria
Ala
Asp
T Estrutura Estrutura

Thr secundaria terciaria
Asn

Val | ]
Ala |

Ala ﬁ 5

LTI (X7
Gy |

Lys | a-hélice
Val |

Residuos de
aminoacido
Fonte: Nelson e Cox (2014)

Cadeia polipeptidica Subunidades reunidas

A estrutura priméaria consiste na sequéncia linear dos aminoacidos covalentemente
unidos atraves das ligagdes pépticas. Cada proteina tem um nimero e uma sequéncia de
aminodcidos particular que determina como a molécula se dobra, influenciando diretamente na
formacdo dos outros niveis estruturais. Além disso, a ordem dos aminoacidos fornece
informacGes das caracteristicas fisicas e quimicas da proteina, suas interacdes com outras
moléculas e mecanismos de ac¢do nos organismos vivos. Ao longo da cadeia polipeptidica, os
residuos de aminoacidos formam arranjos espaciais periodicos, denominados de estrutura
secundaria. Essas estruturas formam-se quando a sequéncia de residuos de aminoacidos
apresenta o mesmo conjunto de angulos de torgdo, sendo as mais conhecidas as a-hélices e
conformagdes B. A estrutura terciaria compreende o arranjo tridimensional da proteina,
descrevendo o enovelamento de suas estruturas secundarias e posicdes especificas de cada
atomo e cadeias laterais. O arranjo tridimensional determina a funcdo da proteina e é
estabilizado através de interac6es fracas (hidrofobicas, eletrostaticas, Van der Waals e ligacdes
de hidrogénio) e, algumas vezes, por ligacoes dissulfeto. Quando uma proteina possui mais de
uma cadeia polipeptidica, idénticas ou diferentes, o arranjo dessas subunidades ¢ denominado
de estrutura quaternaria (NELSON; COX, 2014).

Por meio das diversas interacdes intramoleculares as proteinas formam um arranjo
espacial denominado de conformacdo. Essas macromoléculas podem assumir diferentes estados
conformacionais sem que haja a quebra de suas ligagdes covalentes. As proteinas dobradas de

modo a permitir sua funcionalidade em estado termodinamicamente estavel e de menor energia
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livre possivel, encontram-se em sua conformagdo nativa (NELSON; COX, 2014;
DAMODARAN; PARKIN, 2019).

3.4.2 Desnaturacdo de proteinas

A desnaturacdo ¢ um fendmeno responsavel por promover a perda da conformacao
nativa de uma proteina, atraves de alteracfes na estrutura secundéria, terciaria e quaternaria,
sem a clivagem das ligacdes peptidicas. Apds as modificacdes, algumas proteinas acabam
perdendo completamente seu enovelamento, tornando irreversivel o retorno paraa conformacéo
nativa, enquanto determinadas moléculas proteicas, conseguem renaturar-se e retornar a uma
estrutura funcional. O processo de desnaturacdo pode ser realizado por diferentes agentes
quimicos e fisicos, que modificam as forcas eletrostéaticas e hidrofébicas no interior das
proteinas (MORAN, et al. 2013; DAMODARAN; PARKIN, 2019). O Quadro 1 apresenta

alguns dos principais agentes desnaturantes e seus principios de atuacao.

Quadro 1 - Metodos de desnaturacdo de proteinas
Fenémeno Agente desnaturante Principio
Aumenta a entropia (graus de desordem de um
sistema)  conformacional da  proteina,

Temperatura favorecendo a desestabilizacdo das ligac6es ndo
covalentes que promovem a conformacéo nativa.

O aumento da pressdo comprime as moléculas

Pressdo hidrostatica proteicas ocasionando o desdobramento da

Fisico .
proteina.

Promove a incorporacdo de bolhas de ar e a
adsorcéo das proteinas na interface ar-liquido. A
Cisalhamento diferenca de energia livre entre a interface ar-
liquido e a fase principal resulta em modificacdes
na estrutura proteica.

Alteram a carga da molécula proteica,
provocando repulsdes eletrostaticas
intramoleculares e rompimento de algumas
ligagBes de hidrogénio.

As cadeias apolares das proteinas apresentam
maior solubilidade em solventes organicos e
Quimico Solventes orgénicos e detergentes detergentes e, com isso, interferem nas
interacdes hidrofébicas que estabilizam a
molécula proteica.

Promovem efeitos ibnicos especificos que
influenciam na estabilidade da conformacéo
proteica devido a capacidade de interagirem com
a proteina alterando sua hidratacao.

pH

Sais

Fonte: adaptado de Damodaram e Parkin (2019)
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3.4.3 Precipitacao de proteinas

A precipitacdo de proteinas € quando um fendmeno quimico ou fisico promove a
diminui¢do da interacdo proteina-solvente e 0 aumento das interagdes proteina-proteina. A
promocao do contato entre as proteinas forma agregados proteicos insollveis e de maior peso
molecular e, com isso, separam-se da solucdo e sedimentam. O calor, adi¢do de sais, alteragdes
no pH e solventes organicos séo alguns dos agentes utilizados para promover a precipitacdo de
proteinas (PESSOA; KILIKIAN; LUCARINI, 2020).

O fendmeno de precipitacdo ndo depende da desnaturacdo proteica. Contudo, a
desnaturacdo das proteinas normalmente promove a precipitacdo, devido a exposi¢do das
superficies hidrofobicas que interagem e formam agregados, que normalmente, sdo altamente
desordenados (NELSON; COX, 2014).

3.4.4 Coagulacdo de proteinas

A coagulacéo € o processo responsavel pela formacgédo de um gel tipo codgulo por meio
da transformacao das proteinas do estado “sol” (meio dispersante € liquido e a fase dispersa -
proteina - é um so6lido) para “gel” (fase dispersante ¢ um solido e a dispersa, um liquido). Esse
fendmeno compreende duas etapas: exposicdo dos grupos funcionais das proteinas dispersas
em meio liquido através da desnaturacdo, e a formacdo de ligacdes cruzadas devido as
interacdes covalentes ou ndo covalentes entre as proteinas desnaturadas, resultando em uma
estrutura de rede capaz de aprisionar outros compostos (como a gordura, no caso dos queijos).
O produto resultante do processo é caracterizado como um coagulo opaco, irreversivel e
propenso a sinérese (saida do soro). Diferentes agentes coagulantes podem ser empregados para
promover a formagdo do coagulo. Cations divalentes como Ca?* e Mg?* promovem a formag&o
de ligacbes cruzadas entre grupos proteicos negativamente carregados. Alteracdes no pH
promovem a formacao dos agregados proteicos devido a mudancas das cargas superficiais e
solubilidade das proteinas (DAMODARAN; PARKIN, 2019).

O equilibrio entre as interacdes hidrofobicas atrativas e eletrostaticas repulsivas
influencia a aproximacao entre proteina-proteina e proteina-solvente no sistema. Quando as
interacOes proteina-proteina sdo superiores as proteina-solvente é favoravel a formagéo de um
precipitado, enquanto, se as interacfes proteina-solvente prevalecerem provavelmente o

sistema ndo coagulard. Assim, para a formacdo do coagulo é necessario que a grandeza das
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forcas hidrofébicas e hidrofilicas esteja em algum ponto entre esses dois extremos
(DAMODARAN; PARKIN, 2019).

3.5 QUENO VEGANO

O queijo é um alimento que apresenta uma vasta demanda por estar muito presente na
dieta da populagdo, sendo consumido tanto in natura quanto como ingrediente na formulacéo
de diferentes preparos. Segundo uma pesquisa realizada em 2010 pela FIESP, em parceria com
o IBOPE, vinte e quatro por cento dos entrevistados responderam que 0S queijos eram 0s
produtos que mais chamam sua atencdo quando sdo langados no mercado (CRUZ, et al. 2020;
FIESP; IBOPE 2010).

A0 mesmo tempo, o0 aumento no nimero de individuos que apresentam limitagGes ao
consumo de produtos derivados de leite, tanto por questdes de satde, devido as reagdes adversas
ao leite, quanto filoséficas, como veganismo e vegetarianismo, demonstra a necessidade da
elaboracao de produtos que atendam a esses grupos, e que apresentem propriedades sensoriais
semelhantes aos alimentos disponiveis no mercado (SOCIEDADE VEGETARIANA
BRASILEIRA, 2021). Uma pesquisa desenvolvida por Taffarel (2012) com 268 participantes
gue ndo consomem leite e derivados, revelou que 89 % dos individuos apontaram o queijo como

0 produto que mais sentem falta no mercado.

Segundo a Transparency Market Research (2020), os queijos vegetais vém ganhando
popularidade com o passar dos anos, apresentando uma projecédo de crescimento anual de 10%,
até 2027. Além disso, a consultoria calcula que até o ano de 2030, o mercado de queijos veganos

ird movimentar aproximadamente 7 bilhGes de ddlares.

O queijo vegano, também chamado de queijo vegetal, é uma categoria de andlogo de
queijo ndo lacteo a base de plantas. Esse produto ndo leva nenhum ingrediente de origem animal
em sua composicdo e busca aproximar-se de algumas propriedades como, sabor, textura, cor e
forma do queijo tradicional (SCHINNER, 2012). Os queijos a base de plantas sdo excelentes
alimentos para a saude humana. Visto que ndo possuem gluten, apresentam menor teor de

gordura e sdo ricos em proteina e calcio (AL-SAEDI, 2020).

Dentre os queijos veganos, o mais difundido é o tofu. Esse alimento é produzido através
de algumas etapas basicas, em que, primeiramente, é necessario obter o extrato vegetal de soja

a partir da lavagem, maceracdo, trituracdo dos grdos com agua e filtracdo (separagéo da parte
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liquida do subproduto, chamado de okara). O extrato obtido é coagulado por calor e adigdo de
um coagulante (sais ou acidos), que formam um gel através da producdo de uma rede proteica
com retencdo de agua, lipidios e outros componentes. Por fim, realiza-se o corte do coalho e a
etapa de prensagem, ocorrendo a dessoragem da massa €, consequentemente, obtencdo do tofu
separado do soro (SCHMIDT, 2016).

Embora o tofu seja o analogo de queijo com base vegetal mais consumido, a presenca
da soja limita sua aceitabilidade. Segundo uma pesquisa desenvolvida por Ciabotti e
colaboradores (2007), que avaliou as propriedades sensoriais do tofu com 33 provadores
empregando escala heddnica de 9 pontos, o produto apresentou aceitacdo de 80 %, visto que, 0
alimento obteve as notas 7,59 para sabor, 7,7 para textura, 7,68 para aparéncia e 7,99 para
coloracdo. Alem disso, o tofu possui caracteristicas semelhantes apenas ao queijo minas e a
ricota, ndo sendo um produto capaz de substituir os outros tipos de queijo consumidos pela
populacdo (TAFFAREL, 2012).

A producdo do queijo vegetal pode ser realizada de diferentes formas. Com a
combinacgédo de ingredientes, como extratos vegetais, gomas alimentares, temperos, corantes,
entre outros, ou por um processo semelhante ao utilizado na producéo do queijo de origem
animal, através da coagulacdo dos extratos vegetais. Assim, diversas pesquisas vém sendo
realizadas para o desenvolvimento de queijos veganos a partir de diferentes fontes vegetais e

processos produtivos.

Liu e colaboradores (2006) elaboraram um queijo de soja fermentado por bactérias. O
alimento foi produzido a partir da coagulacdo de extrato vegetal de soja por &cido latico,
produzido por culturas iniciadoras bacterianas e Lactobacillus rhamnosus, e maturacdo por 30
dias a 10 °C. O produto obtido foi submetido a analise microbioldgica, fisico-quimica e
sensorial, mostrando que nenhum efeito negativo foi observado e a cultura utilizada é resistente

as etapas de processamento do queijo.

Sharma, P., Sharma, D., e Amin (2018) produziram um analogo de queijo vegetal
fermentado utilizando amendoim e bactérias probioticas. O alimento foi desenvolvido por meio
da producéo do extrato vegetal de amendoim e coagulacdo com aquecimento a 80 °C e cloreto
de magnésio em diferentes concentracdes. A massa obtida foi dessorada e prensada por 15
minutos. Posteriormente, a cultura de Lactobacillus rhamnosus foi inoculada na proporcéo de
3,75 x 10* UFC para cada 100 g. A coalhada foi fermentada por 24h a 37 °C e armazenada a

4°C durante 15 dias. Os pesquisadores determinaram que a propor¢éo de 4gua e amendoim para
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a producdo do extrato vegetal de 6:1 é a mais indicada, visto que, a diminui¢do da quantidade
de &gua favorece a obtencdo de um queijo com maior dureza. Além disso, avaliando-se a
recuperacdo de proteinas e solidos, definiu-se que a concentracdo ideal de cloreto de magnésio

para a coagulacdo do extrato é de 0,5 %.

Andrade e Seibel (2016) desenvolveram e caracterizaram um queijo do tipo petit-suisse
(queijo francés com consisténcia de creme com sabor doce e suave) de base vegetal. O queijo
foi desenvolvido através da homogeneizacdo de um coagulo de extrato de soja, obtido por meio
de coagulacdo acida com acido latico, polpa de fruta congelada de maracuja e morango, agucar,
corante artificial, aromatizante artificial e um mix de goma guar e xantana. Os dois produtos
foram analisados fisico-quimicamente e sensorialmente. O queijo sabor maracuja apresentou o
valor médio de 6,41 para aceitagédo global e umidade de 67,59 %. Enguanto, o de sabor morango

obteve nota de 6,01 para aceitacao global e 68,71 % de umidade.

Um queijo de soja com 61,5 % de umidade media, 21,8 % de proteina bruta e 2,6 % de
gordura foi elaborado por Chumchuere, MacDougall e Robinson (2000). A producédo do
produto deu-se através da reconstituicdo de leite de soja em pé e coagulacéo por acdo de culturas
de Streptococcus thermophilus e Lactobacillus fermentum, adicionadas ao extrato a uma taxa
de 2,5 % cada e incubadas por 16h a 37 °C. O estudo também realizou testes para investigar 0s
efeitos da adicdo de sulfato de calcio na mistura coalhada-soro para contribuir com o processo
de endurecimento do queijo. Contudo, a incorporacdo do produto ndo apresentou diferencas

significativas.

Al-Saedi (2020) produziu queijo de tremoco, identificando através de analises de
rendimento e sensorial, a temperatura ideal de producdo do extrato vegetal e diferentes agentes
de coagulacdo, sendo eles: limdo, vinagre, cultura de bactérias (Lactococcus lactis e
Lactococcus cremoris) e coalho vegetal. O estudo concluiu que o queijo obtido a partir dos
grdos moidos com agua a 45 °C e utilizacdo do vinagre (&cido acético) como coagulante,

apresentaram maior rendimento, teor de proteinas e preferéncia na analise sensorial.

Cruz, Ribeiro e Oliveira (2020) desenvolveram um produto tipo requeijao a base de
amendoim. No estudo o extrato de amendoim produzido foi aquecido até a temperatura de
100°C e submetido a coagulacdo acida através da adicdo de suco de liméo (2,4 % p/p). Apos 4
horas o coagulo foi dessorado e prensado por 12 horas. O alimento passou por analise sensorial,

apresentando resultados satisfatorios e com significativo percentual de intencdo de compra,
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visto que, 43% dos avaliadores afirmaram que certamente comprariam o produto, enquanto,

27% provavelmente comprariam.

3.6 PRODUCAO DO QUEIJO VEGETAL DE CASTANHA-DE-CAJU

Os anélogos de queijo a base de castanha-de-caju, podem ser produzidos a partir de uma
metodologia semelhante a empregada na fabricacdo de queijos de origem animal. A producéo
apresenta duas etapas principais: a obtencdo do extrato vegetal hidrossoluvel, através da
maceragdo da castanha-de-caju e filtracdo para remogdo dos solidos insolUveis; e producédo do
queijo vegetal por meio dos processos de coagulacéo do extrato, dessoragem, moldagem, salga

e maturacao.

Oyeyinka, Odukaya e Adebayo (2019) avaliaram a composicdo nutricional e
aceitabilidade de queijos analogos produzidos a partir de extrato vegetal de castanha-de-caju e
soja. As misturas de leite vegetal foram preparadas substituindo o extrato de soja pelo de
castanha-de-caju em diferentes proporg¢des de 0, 20, 40, 60, 80 e 100%, que posteriormente
foram coaguladas com alimen, dessoradas e cortadas. Como resultado, o queijo produzido com
40 % de extrato de castanha-de-caju apresentou maior aceitabilidade em termos de sabor, cor e

aceitacdo global. Além disso, dispds de maior teor de proteinas (69,99 %) e cinzas (18,76 %).

Tabanelli e colaboradores (2018) caracterizaram um produto fermentado vegano obtido
a partir da castanha-de-caju. Além disso, realizaram a identificacdo das bactérias responsaveis
pelo processo de fermentacdo espontanea, selecionando algumas cepas para a realizacdo da
fermentacdo em escala piloto. O produto foi desenvolvido atraveés da moagem da castanha-de-
caju com agua na proporcéo de 40 % p/v para a obtencdo de um creme homogéneo. O creme
foi disposto em temperatura ambiente por 48 h para a fermentacdo espontanea e,
posteriormente, moldado e armazenado em temperatura refrigerada por 20 dias. Os resultados
e as cepas de Leuconostoc mesenteroides, Pediococcus pentosaceus e Weissella sp. obtidos com

a caracterizacdo do queijo foram utilizados para um estudo em escala piloto.

3.6.1 Castanha-de-Caju

O cajueiro (Anacardium occidentale Linaeus), da familia Anacardiacea, é uma arvore
de clima tropical originalmente brasileira. Especificamente do litoral nordestino, essa planta

passou a ser cultivada em diversos paises da Africa, Asia e Europa (OLAYINKA et al. 2018).
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O fruto do cajueiro é formado pela castanha-de-caju, verdadeiro fruto, e pelo pedinculo
hipertrofiado, pseudofruto, Figura 5. A castanha é um aquénio reniforme constituido de trés
partes: casca, pelicula e améndoa (parte comestivel, formada por dois cotilédones de cor
marfim) (PAIVA, GARRUTTI; DA SILVA NETO, 2000).

A améndoa do caju é um excelente alimento, sendo considerada fonte de proteina (20 a
24 g/100g), carboidratos (23 a 25 g/100g) e gorduras (40 a 57 g/100g). Além disso, a castanha
é rica em minerais que atuam como cofatores que auxiliam na regulacdo das funcdes
metabdlicas do organismo, como célcio, ferro, fdsforo, manganés, cobre, arsénio e selénio
(SOARES et al. 2012; OLAYINKA et al. 2018). A castanha-de-caju pode ser consumida de
forma seca ou como ingrediente culinario, sendo a terceira noz mais consumida no mundo
(BARBOZA, et al. 2019). E com producdo mundial de 4,9 milhdes de toneladas por ano
(DANTAS, 2020).

Fonte: Campos (2018)

As propriedades funcionais das proteinas, como gelificagdo e emulsificagdo, s&o
diretamente influenciadas por sua solubilidade, propriedade relacionada ao equilibrio entre
interacOes proteina-proteina e solvente-solvente. Liu e colaboradores (2018), por meio do
método de Lowry com pequenas modificacbes, observaram que as proteinas da castanha-de-
caju apresentam solubilidade minima em faixa de pH 3,0 a 5,0 e solubilidade maxima em pH
9,0. Além disso, ao submeterem as proteinas da oleaginosa a testes moleculares e funcionais,
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0s pesquisadores constataram que além de uma 6tima fonte nutricional, a castanha-de-caju

possui proteinas de alto potencial para serem utilizadas na industria de alimentos.

3.6.1.1 Extrato de Castanha-de-Caju

Os extratos hidrossoluveis vegetais, popularmente conhecidos como “leites vegetais”,
sdo bebidas produzidas a base de plantas, como soja, coco, amendoim, aveia, arroz e castanhas.
Esse alimento possui caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais analogas as do leite. Com isso
pode ser utilizado como uma alternativa ao leite in natura e substituto culinario na producdo de

bolos, queijos, iogurtes e outras preparacdes (BAYER, 2019).

Segundo a Resolucdo n° 268/2005 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(BRASIL, 2005) extratos vegetais sao:

Produtos proteicos de origem vegetal obtidos a partir de partes proteicas de espécie(s)
vegetal(is), podendo ser apresentados em granulos, po6, liquido ou outras formas com
excec¢do daqueles ndo convencionais para alimentos. Podem ser adicionados de outros
ingredientes, desde que ndo descaracterizem o produto.

O processo de producdo do extrato vegetal é baseado em cinco etapas fundamentais:
lavagem, maceracdo e trituracdo da base vegetal com agua, filtracdo para separagédo do residuo
insoluvel e tratamento térmico. Contudo o processo pode sofrer modificagdes dependendo da
matéria-prima escolhida e caracteristicas finais do produto (BERNAT, et al. 2014). Os extratos
vegetais sdo dispersdes coloidais diluidas, Figura 6, obtidas com a trituracdo do material vegetal
e remocao das particulas insoliveis (GROSSMANN; MCCLEMENTS, 2021).

Figura 6 - Dispersdo coloidal diluida com base vegetal
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Fonte: Grossmann e McClements (2021)
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O “leite vegetal” de castanha-de-caju, tornou-se uma das alternativas para a substituicéo
do leite animal e para a producdo de substitutos lacteos, como o queijo. Estima-se que 0
mercado de extrato vegetal da améndoa de caju cres¢a a uma taxa de 18% ao ano, chegando a
US $268 milhdes em 2024 (INSTITUTO CAJU BRASIL, 2019).

A composicdo centesimal do extrato vegetal depende da forma de preparagéo e a
propor¢cdo de castanha-de-caju e agua utilizada. Cardoso (2016), através da trituracdo de
améndoas de caju com agua, na proporcao de 1:2 (p/v), obteve um extrato vegetal com 80,73%
de umidade, 4,03 % de proteina e 8,92 % de lipidios. Enquanto, Dantas (2020), desenvolveu
extrato de castanha-de-caju através da trituracdo de améndoas de caju torradas e quebradas com
agua mineral na propor¢do de 1:6 (p/v). No qual, adicionou-se sal e acucar demerara nas
respectivas porcentagens, 5,65 e 0,13 %. O produto obtido foi submetido a analises para a

determinacédo da composicdo centesimal, apresentado na Tabela 3.

Tabela 3 - Composicgéo centesimal de extrato de castanha-de-caju

Umidade 82,24 %
Cinzas 0,06 %
Proteinas 3,26 %
Lipidios 7,05 %
Carboidratos 6,39 %

Fonte: Dantas (2020)

3.6.2 Coagulacado do extrato vegetal

Apesar das proteinas vegetais apresentam um comportamento de coagulacdo diferente
das micelas de caseina presentes no leite, devido as suas diferentes estruturas quimicas de
superficie, 0 processo de coagulacdo dos extratos vegetais para a elaboracdo de um produto
analogo, pode ser realizada de forma semelhante a do queijo. No qual, normalmente, utiliza-se
acido citrico, acido acético, acido latico ou sais de calcio ou magnésio (GROSSMANN;
MCCLEMENTS, 2021).

A obtencdo da coalhada a partir do extrato vegetal, na maior parte dos estudos, é
conseguida através da combinacdo de tratamento térmico e posterior adicdo de um agente

coagulante. Visto que o aquecimento térmico provoca o desdobramento das moléculas de
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proteina, permitindo a exposi¢cdo de grupos sulfidrila, ligagdes dissulfeto e cadeias laterais de
aminoécidos hidrofobicos. Com isso, 0 agente coagulante adicionado consegue promover a
interacdo entre as cadeias proteicas, resultado na formacdo de uma matriz com estrutura
tridimensional de proteinas que retém lipidios, &gua e outras moléculas presentes no extrato
vegetal (LIU et al., 2006; BENASSI; PRUDENCIO, 2013).

A coagulacdo atraves de sais promove a neutralizagdo das cargas negativas das proteinas
devido a unido de ions positivos, tornando as interacdes proteina-proteina mais fortes e,
consequentemente, formando agregados que precipitam. Enquanto, a coagulacao acida envolve
a diminuicdo da solubilidade das proteinas através da reducdo do pH e aproximacdo do ponto
isoelétrico (valor de pH em que a molécula apresenta carga elétrica igual a zero) que promove

a aproximacéo das moléculas (SCHMIDT, 2016).

3.6.3 Microbiota dos queijos

Os queijos podem ser produzidos a partir do leite cru ou pasteurizado. A utilizacdo do
leite cru é permitida apenas quando o processo de maturacdo dura no minimo 60 dias a
temperaturas superiores a 5 °C, e a fabricacdo do alimento é realizada a partir dos
microrganismos endogenos do leite. No caso do emprego da etapa de pasteurizacdo, a
microbiota do leite sofre modificacdes. Assim, torna-se necessario a adicdo de microrganismos
exdgenos, para que ocorra as etapas de coagulacdo e maturagdo. Processo que permite o
acréscimo de microrganismos selecionados e que fornecerdo as caracteristicas desejadas ao
produto. Como é o caso da variedade Camembert, um queijo de mofo branco e massa mole,
acidificado através de Lactococcus lactis e Lactococcus cremoris e maturado com o fungo
Penicillium camemberti. (ORONEZ, 2005)

Os microrganismos sao de grande importancia para a producdo de queijos, podendo ser
classificados em culturas iniciadoras ou secundarias. As culturas iniciadoras, compostas por
bactérias acido-laticas, sdo utilizadas na etapa de coagulacdo. Visto que, através do processo de
fermentacdo e, consequentemente, producdo de acido latico, ocorre a acidificacdo do leite.
Além disso, auxiliam na obtencdo das propriedades organolépticas, valor nutricional e
qualidade microbioldgica. As bactérias mais utilizadas como cultura starter sdo: Lactococcus
lactis sp lactis, Lactococcus lactis sp cremoris, Streptococcus thermophilus e Lactobacillus sp.
As culturas secundarias, compostas por bactérias, fungos e leveduras, podem apresentar

caracteristicas probioticas e estdo predominantes durante o processo de maturagdo. Assim,
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influenciam diretamente na obtencdo das caracteristicas sensoriais do produto e na variedade
de queijos existentes (CROW et al., 1993 citado por ROSA, 2005). A etapa de maturacdo é
responsavel por promover modificagdes bioquimicas devido a sintetizacdo de determinados
compostos pela microbiota presente, que determinardo as propriedades de aroma, textura e
sabor do produto (PRETTO; SANT’ANNA, 2017).

A propagacao das bactérias segue a curva de crescimento microbiano, Figura 7, dividida

em quatro fases basicas de crescimento: fase lag, fase log, fase estacionaria e de morte celular.

Figura 7 - Curva de crescimento microbiano

Log do namero de bactérias —————

=]

5 10
Tempo (h)
Fonte: Tortora, Funke e Case (2012)

Na primeira etapa do processo de crescimento, a fase lag, as bactérias apresentam
excessiva atividade metabolica para preparacdo do crescimento populacional, ocorrendo pouca
ou nenhuma divisdo celular. Apds essa etapa de adaptacdo, as células entram na fase log,
momento de maior atividade metabdlica, iniciando o processo de divisdo celular e aumento
logaritmico ou exponencial da populacdo. Enquanto na fase estacionaria, 0 processo de
reproducdo diminui ocorrendo a estabilizacdo da populacdo, visto que, o nimero de células
mortas torna-se igual ao nimero de células novas. Esse conjunto de células pode entrar na fase
estacionaria devido a diferentes fatores, como o término dos nutrientes e mudancas de pH. Por
fim, ocorre a fase de morte celular e a populacéo é reduzida em uma taxa logaritmica, pois a
proporcao de morte celular excede a geracdo de novas células. Essa etapa pode acontecer até
que a quantidade de células tenha diminuido para uma pequena parcela ou tenha morrido
completamente (TORTORA,; FUNKE; CASE, 2012).
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3.7 ALIMENTOS PROBIOTICOS

Com o aumento da busca por um estilo de vida saudavel, a populacéo apresenta interesse
em consumir alimentos de maior valor nutricional e com componentes funcionais (VECCHIO;
VAN LOO; ANNUNZIATA, 2016). Em relagdo ao consumo mundial de alimentos saudaveis,
0 Brasil estd em quarto lugar com movimento anual de US$ 35 bilhdes. Com destaque para 0s
alimentos funcionais que apresentam uma taxa de 8 a 14 % de crescimento anual (STRATTON,
et al. 2015; CARREIRO, 2019).

Os alimentos funcionais sdo aqueles que possuem a capacidade de promover a saude
por meio de recursos ndao observados na nutricdo convencional e podem ser produzidos através
de determinados componentes alimentares (SANDERS, 1998). Dentre os principais aditivos
funcionais encontram-se 0s probioticos, definidos como microrganismos vivos que conferem
beneficios a satde do hospedeiro quando consumidos em doses adequadas (FULLER, 1989).
A partir desses microrganismos sdo produzidos os alimentos probidticos, que enquadram-se
dentro da categoria de alimentos funcionais por fornecerem beneficios a sadde, auxiliando na
prevencdo e combate a doencas (TRIPATHI; GIRI, 2014).

Tendo em vista os beneficios dessa categoria de alimentos, a industria de laticinios tem
acrescentado culturas probidticas para proporcionar propriedades funcionais aos produtos,
principalmente na producdo de iogurtes e leites fermentados (SAAD, 2006). Determinadas
bactérias sdo empregadas na producdo de alimentos, pois além de contribuirem para o
desenvolvimento do produto, influenciam positivamente na satude do hospedeiro. Sendo as do

género Lactobacillus e Bifidobacterium as culturas mais utilizadas como probidticos.

Segundo Almeida (2017) em resolucdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria —
ANVISA 2008, recomenda-se uma ingestao diaria minima de 10® — 10° UFC. Sendo necessario
que o alimento probidtico disponha de microrganismos vivos e ativos em uma quantidade capaz
de suprir a dose didria. Enquanto Kurmann e Rasic (1991), afirmam que os alimentos
probidticos necessitam apresentar uma concentragdo minima de 10° — 107 UFC por grama do

produto para fornecerem beneficios a satde.

3.7.1 Bacillus clausii

O Bacillus clausii é uma espécie do filo Firmicutes, classe Bacilli e ordem Bacillaes.

Essa bactéria consiste em um bacilo Gram-positivo e formador de esporos, podendo ser
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encontrada no solo, agua e ar. Sua reproducgdo acontece na faixa de temperatura de 15-50 °C e
pH 6timo de 8, apresentando uma tolerancia salina de até 10 % de NaCl. Além disso, o B.
clausii produz uma classe de enzimas proteases denominadas de subtilisinas (NIELSEN;
FRITZE; PRIEST, 1995; HECHT, 1999). Essa espécie € considerada um microrganismo
probidtico, pois quando administrada em quantidades apropriadas € capaz de estabelecer
relacbes simbiodticas com o organismo hospedeiro, proporcionando beneficios a saude
(URDACI; BRESSOLLLIER; PINCHUK, 2004).

Por apresentar atividade antimicrobiana, imunoldgica, regulacdo da proliferacéo celular
e protecdo intestinal, a ingestdo de Bacillus clausii oferece muitos beneficios a saide humana.
As cepas dessa bactéria produzem clausina, um composto antimicrobiano que atua contra
bactérias Gram-positivas, especialmente Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium e
Clostridium difficile. (URDACI; BRESSOLLLIER; PINCHUK, 2004; LEPETUSO et al.,
2016). Segundo Salvetti e colaboradores (2003), além de atuar como probidtico, essa espécie €
capaz de secretar riboflavina, mais conhecida como vitamina B2, de grande importancia para o
bom funcionamento e crescimento celular. Santos D., Améndola e Santos S. (2019) citam que
em estudo do emprego de Bacillus clausii na prevencéo de infeccdes respiratorias com criangas,
Marseglia e colaboradores (2007), observaram que os individuos que consumiram leite

acrescido de B. clausii apresentaram reducao das infeccbes em comparagdo ao grupo controle.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 INOCULO

A bactéria Bacillus clausii foi obtida por meio do medicamento Enterogermina®
(Sanofi), uma suspensdo composta de 2 x 10° UFC/5mL. Visto que o microrganismo se
encontrava em suspensdo, ndo foi realizada a propagacdo da cultura, sendo diretamente

inoculada no coalho para o desenvolvimento da etapa de fermentagéo.
4.2 ELABORACAO DO EXTRATO VEGETAL DE CASTANHA-DE-CAJU

O extrato vegetal hidrossoltvel de castanha-de-caju foi desenvolvido através da
metodologia proposta por Cruz, Ribeiro e Oliveira (2020) com modificagbes. O processo de
elaboracdo do extrato iniciou com a hidratacdo das castanhas cruas (500 g) em 1500 mL de
agua mineral por 4 h, conforme Figura 8. A dgua da maceracao foi descartada e os graos lavados
em agua corrente. Em seguida, triturou-se os grdos em liquidificador doméstico com 1722 mL
de agua mineral a temperatura ambiente, obtendo-se uma proporcédo final de 22,5 % (m/m),
Figura 9. Apos a trituracdo, o fluido obtido passou por uma etapa de filtracdo em tecido tipo
voil para separacao do extrato vegetal dos residuos sélidos insolaveis, Figura 10. O filtrado foi
acondicionado em garrafas e armazenado sob refrigeracdo em geladeira até o inicio dos testes

de coagulacéo e producédo do analogo de queijo.

Figura 8 - Castanha-de-caju crua e hidratada

Fonte: Autora (2022). A esquerda a castanha-de-caju crua. A direita a castanha hidratada em éga apos 4
horas.
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Figura 9 - Trituracdo da castanha-de-caju

PR AR hG

utora (2022). A esqurda estaa catana com agua antes da trituracéo. direita o fluido obtido apos a
trituracdo.

Font:

Figura 10 - Filtragem e obtencédo do extrato vegetal
R i

'

Fonte: Autora 2022). A esquerda a filtragem em tecido tipo voil. A direita o0 extrato vegetal de castanha-de-caju.
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4.3 AVALIACAO DA COAGULACAO DO EXTRATO VEGETAL

4.3.1 Tratamentos individuais para coagulacdo do extrato proteico

Diferentes tratamentos foram testados individualmente para avaliar o seu efeito sobre a
coagulacdo proteica do extrato vegetal de castanha-de-caju. Os tratamentos foram realizados
em triplicata e consistiram em calor 80 °C, calor de 127 °C e pressdo de 1,5 kgf/cm?, adicdo de
sais (NaCl ou MgSO4 em concentracfes de 0,5, 1,0 e 2,0 %) e ajuste do pH (3, 4 ou 5) com

Acido Acético ou Acido Citrico, conforme segue:

Calor de 80°C: 10 mL de extrato vegetal foram adicionados em tubos Falcon de 15 mL

e mantidos por 15 minutos em banho-maria a 80°C.

Calor de 127 °C (pressio de 1,5 kgf/cm?): 10 mL de extrato vegetal foram adicionados

em tubos Falcon de 15 mL e aquecidos em autoclave a 127 °C durante 15 minutos. Como o
extrato vegetal foi aquecido a 127°C em autoclave, que para atingir essa temperatura chega a
uma pressdo de 1,5 kgflcm? (1,452 atm), esse tratamento engloba tanto o aquecimento do

extrato vegetal quanto o aumento da pressdo do sistema.

Adicdo de sais: Cloreto de Sddio (NaCl) ou Sulfato de Magnésio (MgSQs) foram

adicionados a 10mL de extrato vegetal, presentes em tubos Falcon de 15mL, nas concentracdes
de 0,5, 1,0 e 2,0 % (m/v) cada.

Acido: volumes de 50 mL do extrato vegetal tiveram seus pHs ajustados para 3, 4 ou 5,
em pHmetro, através da adicdo de Acido Acético 4 M ou Acido Citrico 1 M. Posteriormente,

transferiu-se 10 mL para tubos Falcon de 15 mL.

Apos a coagulacdo, todos os tubos Falcon foram deixados em repouso por 12 h e

centrifugados a 4500 rpm por 5 min, para separa¢do do soro.

Para facilitar a organizacdo, os tubos foram numerados de 1 a 14, de acordo com o

Quadro 2, que relaciona o niUmero ao tratamento realizado em cada tubo.



Quadro 2 - NUmeros dos tubos e métodos de coagulagdo testados
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Calor °C Adicéo de Sais pH
N° 127 NaCl (%o m/v) | MgSOs (% miv) | Acido Acético Acido Citrico
%0 |1 5kgflcm? 051|120 | 20| 05| 10| 20 | 30| 40| 50|30 40|50
1 X
2 X
3 X
4 X
5 X
6 X
7 X
8 X
9 X
10 X
11 X
12 X
13 X
14 X

Fonte: Autora (2022)

4.3.2 Combinacéo de diferentes tratamentos para coagulacéo do extrato proteico

Os diferentes métodos de coagulacdo foram testados de forma combinada para avaliar

um possivel efeito sinérgico ou inibitério sobre a coagulacdo das proteinas do extrato vegetal.

A combinacéo de calor e diferentes concentracdes de sais geraram os tubos 15 a 26, conforme

Quadro 3, demonstrado abaixo:

Quadro 3 - Combinacéo de calor e sais para a coagulacéo

(continua)

NO

Calor °C

Adicéo de Sais

80

127

NaCl (% m/v)

MgSOs (% m/v)

1,5kgf/cm?

0,5

1,0

2,0

0,5

1,0

2,0

15

X

16

X

17

18

19

20

XX | X[ X|X]|X

21

22
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(concluséo)

Calor °C Adicao de Sais

N° 127 NaCl (% m/v) MgSOs (% m/v)
80 2
1,5kgf/cm 0,5 1,0 2,0 0,5 1,0 2,0

23 X X
24 X X
25 X X
26 X X

Fonte: Autora (2022)

Da mesma forma, a combinacao de calor com acidificacdo por Acido Acético e Acido
Citrico gerou um novo conjunto de tubos numerados de 27 a 38, conforme pode ser observado
no Quadro 4. Diferente do restante dos tratamentos, os com acido e calor utilizou-se 5mL de
extrato vegetal. O menor volume deu-se em razdo do aumento do volume do mesmo quando

aquecido, que ultrapassou a capacidade do tubo quando foram utilizados os 10mL iniciais.

Quadro 4 - Combinacéo de calor e acidificagdo por Acido Acético e Acido Citrico para a

coagulacao
Calor °C pH

N° 127 Acido Acético Acido Citrico

0| Lskgflem?| 5 4,0 3,0 5,0 4,0 3,0
27 X X
28 X X
29 X X
30 X X
31 X X
32 X X
33 X X
34 X X
35 X X
36 X X
37 X X
38 X X

Fonte: Autora (2022)

Dando continuidade as possibilidades de combinacGes entre os diferentes agentes
coagulantes, foram gerados os tubos 39 a 74 quando diferentes concentragdes de sais e ajuste
de pH com Acido Acético ou Acido Citrico foram utilizados juntamente, conforme observado

no Quadro 5.



Quadro 5 - Combinacio de diferentes concentragdes de sais e ajustes de pH com Acido

Acético ou Acido Citrico

NO

Adicao de Sais

pH

NaCl (% m/v)

MgSO: (% m/iv)

Acido Acético

Acido Citrico

0,5

1,0

2,0

0,5

1,0

2,0

3,0

4,0

50

3,0

4,0

50

39

40

X

41

42

43

X

44

45

46

X

47

48

49

X

50

51

52

x

53

54

55

x

56

57

58

X

59

60

61

X

62

63

64

X

65

66

X

67

X

68

69

70

X

71

72

73

X

74

Fonte: Autora (2022)
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4.4 ANALISE DA QUALIDADE DOS COAGULOS

Os coéagulos obtidos foram analisados conforme aspecto visual, aparéncia do soro e
porcentagem de coagulagéo proteica, conforme descrito na 4.6.4. O tratamento que demonstrou
melhor resultado nos aspectos avaliados foi escolhido para ser utilizado na elaboragdo do
analogo de queijo a base de castanha-de-caju. Visto que é importante que a coalhada apresente
as seguintes caracteristicas: coagulacdo proteica adequada, consisténcia gelatinosa e firme,
formacdo de soro limpido, grdos de tamanho adequado para facilitar a dessora e massa
homogénea com baixa permeabilidade, para favorecer a inoculacdo do microrganismo

probidtico.

45 ELABORACAO DO QUEIJO VEGETAL

O analogo de queijo a base de castanha-de-caju foi elaborado a partir dos resultados
obtidos na avaliacio da coagulagio do extrato: pH 5 ajustado com Acido Citrico 1 M e

aquecimento a 127 °C em autoclave a 1,5 kgf/cm? por 30 minutos.

45.1 Coagulacao do extrato vegetal

O extrato vegetal de castanha-de-caju (2050 mL) foi acondicionado em copos de Becker
de 1000 mL e teve seu pH ajustado para 5 atraves da adicdo de 16,65 mL Acido Citrico 1 M
em pHmetro. Posteriormente, o extrato foi transferido para frascos de reagente de 500 mL com
tampa entreaberta e aquecido em autoclave a 1,5 kgf/cm? e 127 °C por 30 minutos, seguido por

tempo de espera de 1 h para completa coagulacao, conforme Figura 11.

Figura 11 - Coagulacao do extrato vegetal

Fonte: Autora (2022)
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4.5.2 Dessora do coagulo

A partir desta etapa, todo o procedimento foi realizado em cabine de fluxo laminar
vertical com a finalidade de evitar a contaminacdo do produto. Da mesma forma, todos o0s

materiais utilizados foram previamente autoclavados.

O coéagulo obtido foi dessorado por 3 h em peneira metalica de cozinha com tecido
especifico para dessoragem de queijo, denominado de tecido volta a0 mundo e adquirido em

mercado local, conforme Figura 12, e separado em duas porgoes.

Figura 12 - Dessoragem do coagulo
B 4

Fonte: Autora (2022)

4.5.3 Inoculacédo e moldagem do coagulo

O coéagulo dessorado foi separado em duas porcdes. A primeira por¢do de 650 g foi
dividida em trés porcdes menores de igual peso e colocadas em moldes plasticos perfurados
revestidos internamente com tecido de dessoragem. Por ndo terem sido inoculados com o
microrganismo, estes queijos vegetais foram considerados controle para a quantificagéo

microbiana realizada posteriormente.

A segunda porcdo de 650 g da coalhada foi inoculada diretamente com a bactéria
Bacillus clausii (Enterogermina®) na proporgéo de 2 x 10° UFC para cada 100 g de coalho. O
coalho inoculado foi dividido igualmente em trés moldes plasticos perfurados revestidos

internamente com tecido de dessoragem conforme Figura 13.



50

Figura 13 - Moldagem e fermentagdo dos coagulos

Fonte: Autora (2022)

45.4 Fermentagdo

Os queijos ja moldados, inoculados ou ndo, permaneceram em temperatura ambiente
por 24 h em cdmara de fluxo laminar e seguiu para refrigeracdo a 10 °C por mais 48 h para

finalizar a fermentacéo.

45,5 Prensagem

Apos a fermentacéo, realizou-se a prensagem dos queijos com peso de 600 g sobre cada

amostra por 5 h para auxiliar na remocao do soro.

45.6 Salga

Os queijos vegetais foram submetidos a salga por aplicacdo de NaCl, aproximadamente
1 g, na superficie externa e acondicionados na refrigeracdo a 10 °C em recipientes plasticos

fechados, conforme Figura 14.
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Fonte: Autora (2022). A esquerda o0s queijos vegetais controle. A direita 0s queijos vegetais
probiéticos.

4.6 ANALISE DO QUEIJO VEGETAL

4.6.1 Analise microbioldgica

O extrato e queijos vegetais produzidos foram analisados microbiologicamente por
contagem de microrganismos vidveis em placa, mediante as técnicas de diluicdo em série e
espalhamento em placa, conforme descrito por Tortora, Funke e Case (2012). Apds as dilui¢bes
do extrato vegetal e do queijo vegetal (descritas abaixo) uma aliquota de 50 pL de cada diluicdo
foi pipetada em placa de Petri contendo meio agar padrdo para a contagem (PCA) solidificado.
Espalhou-se o liquido de forma uniforme por toda a superficie do meio com alca de Drigalsky.
As placas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 35 °C por 48 h. Apds a incubacéo, para
cada amostra, selecionou-se a diluicdo que continha entre 25 e 250 Unidades Formadoras de
Colbnia. O numero de microrganismos viaveis presentes na amostra foi determinado através da
Equacdo 1.

N° de colonias x fator de diluigio volume de homogeneizacgio (1)

N°de UFC =

volume utilizado no plaqueamento peso da amostra

Os resultados foram expressos em UFC/g.
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4.6.1.1 Analise microbioldgica do extrato vegetal

Foram preparadas dilui¢cdes graduais a partir de 1,0 mL do extrato vegetal a um fator de
diluicdo de 10 vezes até chegar a diluicdo 1072°. Posteriormente, 50 L das dilui¢des 10, 107,

10 e 101 foram inoculados nas placas de Petry.

4.6.1.2 Analise microbiolégica dos queijos vegetais

As analises para 0s queijos vegetais ocorreram em 16, 24 e 72 h de fermentacdo. Em
cada tempo, 5 g de cada queijo foram inicialmente diluidos e homogeneizados em 45 mL de
solucéo salina estéril NaCl 0,9 %, sendo esta a diluicdo 10°. A diluicdo 10 foi obtida através
da transferéncia de 1 mL da amostra 10° para um tubo contendo 9 mL de solucéo salina.
Acrescentou-se 1 mL da diluicdo 10 em outro tubo com 9 mL de solugio salina, resultando na

diluicdo 102. Esse processo foi repetido até a obtencio da dilui¢do 10°°.

Juntamente com o plaqueamento das dilui¢fes, preparou-se quatro placas controle. Com
0 intuito de verificar possiveis contaminacdes, duas placas continham apenas 0 meio PCA
solidificado. Enquanto as outras placas foram inoculadas com 10 e 50 uL de Enterogermina®,

para avaliacdo da morfologia e crescimento das colénias de Bacillus clausii.

4.6.2 Rendimento

O rendimento na producdo do queijo vegetal foi determinado de duas maneiras.
Conforme Equacéo 2 apresentada por Al-Saedi (2020) e através da massa de produto obtido a

partir de 100 g de grdo como Ciabotti (2004), representado na Equacéo 3.

Rendimento (%) = —nossadacoathada 4, (2)

volume do extrato vegetal

Rendimento (g produto/lOO g castanha) = massa da coalhada x 100 g 3)

massa de castanha

4.6.3 Teor de umidade

A umidade corresponde a agua presente no alimento. Quando um produto é exposto a

circunstancias que promovem a remoc¢do da agua, a diferenga de massa entre o residuo imido
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e seco constitui o teor de umidade presente na amostra. Para a determinagdo da umidade,
seguiu-se a metodologia descrita em Instituto Adolfo Lutz (1AL, 2005). As amostras foram
pesadas em capsula de porcelana e levadas em estufa a 105 °C até o peso constante. O teor de

umidade foi determinado através da Equacéo 4.

massa de dgua perdida

Umidade (%) = x 100 (4)

massa da amostra

4.6.4 Dosagem de proteinas

Através do método de Peterson modificado por Lowry (1951) determinou-se a
quantidade de proteinas presente no extrato de castanha-de-caju, soro e queijo vegetal. A curva-
padréo foi construida por meio da adicdo de albumina e agua em microplaca, para a obtencéo
das concentracdes de 0, 2, 5, 15, 20, 25, 30, 35 e 40 mg/mL. Em seguida, 2 uL de amostra foram
adicionadas na microplaca e diluidas com 98 uL de agua deionizada. O volume de 100 pL do
reagente de Lowry foi adicionado em todos os tubos que permaneceram em repouso por 10
minutos. Adicionou-se 50 uL do reagente de Folin. A mistura foi homogeneizada e incubada
por 30 minutos. Os microtubos foram lidos em espectrofotometro a 620 nm e as absorbancias
encontradas para a curva e amostras foram subtraidas do branco. A concentracéo de proteinas,
expressa em g/L, foi calculada com a equacao da reta determinada através dos valores da curva-

padréo.

4.6.5 Andlise sensorial

As amostras de queijo vegetal ndo fermentado (controle) e fermentado (probiotico),
foram submetidas a analise sensorial com 14 participantes ndo treinados, sendo 2 veganos, 2
vegetarianos e 10 onivoros. Com o intuito de compreender a aceitacdo de um produto vegetal
e fermentado, o teste foi realizado atraves de escala heddnica de 5 pontos aos atributos: sabor,
cor, textura, aroma, acidez, salgado, aceitacdo global e intencdo de compra. Conforme

questionario presente no Apéndice A.

As amostras foram apresentadas a temperatura ambiente em cortes de aproximadamente
4 g e dispostas em prato descartavel branco com identificacdo das amostras (A1 para a amostra
controle e A para o queijo probidtico). Juntamente aos produtos foram servidos torradinhas e

doce de goiaba como acompanhamento, conforme representado na Figura 15.
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Figura 15 - Analise sensorial

Fonte: Autora (2022). A esquerda estdo as amostras servidas em prato descartavel com suas respectivas
nomeagBes. A direita esta a apresentagdo das amostras com os complementos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CARACTERISTICAS DO EXTRATO VEGETAL

O extrato vegetal produzido apresentou homogeneidade e coloracdo branca leitosa.
Houve a formacdo de um sedimento branco no fundo da garrafa quando armazenado sob

refrigeragdo a 10 °C conforme pode ser observado na Figura 16.

Figura 16 - Extrato vegetal de castanha-de-caju

Fonte: Autora (2022). Extrato vegetal de castanha-de-caju
A) homogéneo B) sedimentado.

5.2 AVALIACAO DA COAGULACAO DO EXTRATO VEGETAL

Os testes para avaliacdo da coagulacdo por diferentes tratamentos resultaram na
formacdo de trés variedades de coalhada, apresentadas na Figura 17, nomeados de coagulo 1, 2

e 3, cujas caracteristicas serdo discutidas adiante.

Figura 17 - Tipos de coagulos obtidos com os tratamentos de coagulacao
Codgulo Tipo 1 Codgulo Tipo 2 Codgulo Tipo 3

Fonte: Autora (2022)



56

5.2.1 Tratamentos que formaram o coagulo tipo 1

O coéagulo tipo 1 (Figura 6) foi identificado como fragil, liquefeito, arenoso e com graos
muito pequenos. Além disso, apds a centrifugacdo para obtencdo do soro, trés fases foram
formadas: uma fase sélida e duas liquidas, sendo a intermediaria aquosa e variando de opaca a

translicida, e a superior, de menor densidade, com aspecto gorduroso.

Com excecdo do calor de 127 °C, todos os tratamentos individuais resultaram na
separacdo das 3 fases e formacdo do coégulo tipo 1, conforme mostra a Figura 18. Os
tratamentos foram temperatura de 80 °C, adi¢cdo de sais (NaCl e MgSQa4) nas trés concentragdes
avaliadas (0,5, 1,0 e 2,0 %) além da acidificagio tanto com Acido Acético quanto com Acido
Citrico nos diferentes valores de pH (5,0, 4,0 e 3,0).

Figura 18 - Efeito de calor de 80° C e concentracdes de sais e pH sobre a coagulacao de
proteinas do extrato vegetal de castanha-de-caju

Al TeC B % NaCl C % MgSO,
80 0,5 1,0 2,0 0,5 1,0 2,0

Tubo n2 1 3 4 5 6 7 8
% Proteinas 83,7 74,8 76,5 76,4 80,2 73,5 73,6
D pH Acido Acético E pH Acido Citrico
5,0 4,0 3,0 5,0 4,0 3,0

H

Tubo n? 9 10 11 12 13 14
% Proteinas 93 92,5 84,5 93,3 93,5 89,5

Fonte: Autora (2022). A) temperatura de 80 °C (tubo 1); B) adicdo de NaCl em todas as
concentracdes (tubos 3, 4 e 5); C) adi¢do de MgSO4 em todas as concentragdes (tubos 6, 7 e
8); D) acidificacio com Acido Acético (tubos 9,10 e 11) e E) acidificacdo com Acido Citrico
(tubos 12, 13 e 14).
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A combinacéo de diferentes tratamentos também formou, em sua maioria coagulos do
tipo 1 e a separagdo em trés fases apos a centrifugacéo. A Figura 19 mostra a combinacéo de
calor a 80 °C com diferentes concentra¢des de NaCl e MgSQO4 (Tubos 15 a 20).

Figura 19 - Efeito da combinacéo de calor a 80 °C e diferentes concentrac6es de sais sobre a
coagulacdo de proteinas do extrato vegetal de castanha-de-caju

A 80eC B 80eC
% NaCl % MgSO,
0,5 1,0 2,0 1,0 2,0
- j ;
Tubo n® 15 16 17 18 19 20
% Proteinas| 79,1 73,2 74,4 78,0 77,5 67,7

Fonte: Autora (2022). A) combinacéo de calor a 80 °C e NaCl a 0,5, 1,0 e 2,0 %
(tubos 15, 16, e 17); B) combinacéo de calor a 80 °C e MgS0O4a 0,5, 1,0 e 2,0 %
(tubos 18, 19, e 20).

Os métodos de ajuste do pH do extrato para 5, 4 e 3 com &cido citrico ou acético e
temperatura de 80 °C e ajuste do pH do extrato para 3 com acido citrico ou acético e temperatura

de 127 °C, Figura 20, resultaram no coagulo tipo 1.

Figura 20 - Efeito da combinacéo do ajuste do pH e calor a 80 °C e ajuste do pH para 3 e

calor 127 °C
A 80°C B 80°C 127:°€ 127°C
pH Acido Acético pH Acido Citrico ClL5 kgf/em®| D [L,5 kgf/cm]]

5,0 4,0 3,0 5,0 4,0 , 3,0 pH 3,0 AA pH 3,0 AC

Tubo n2 27 28 29 a3 34 35 32 38
% Proteinas 90,5 91,4 83,2 93,3 933 85,6 82,5 85,7
Fonte: Autora (2022). A) acidificacdo com &cido acético e temperatura de 80 °C (tubos 27, 28, e
29); B) acidificagdo com &cido citrico e temperatura de 80 °C (tubos 33, 34, e 35); C) ajuste do
pH para 3 com acido acético e temperatura de 127 °C (tubo 32); D) ajuste do pH para 3 com &cido
citrico e temperatura de 127 °C (tubo 38).
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Da mesma forma, diferentes valores de pH acertados tanto com Acido Acético, Figura

21, e com Acido Citrico, Figura 22, combinados com as diferentes concentracdes de NaCl e

MgSO, formaram coégulo caracterizado como do tipo 1.

Figura 21 - Efeito da combinagdo Acido Acético e diferentes concentracdes de NaCl e MgSO4
sobre a coagulacdo de proteinas de extrato vegetal de castanha-de-caju

A pH 5,0 (AA) B pH 4,0 (AA) C pH 3,0 (AA)
% NaCl % NaCl % NaCl
1,0 0,5 1,0 2,0 1,0
H :
Tubo n2 39 40 41 42 43 44 45 46 47
% Proteinas | 85,1 80,3 77,8 83,1 80,5 74,5 76,7 73,7 76,3
D pH 5,0 (AA) E pH 4,0 (AA) F pH 3,0 (AA)
% MgSO, % MgSO, % MgSO,

0,5 1,0 2,0 0,5 1,0 2,0 0,5 1,0 2,0

Tubo ne 48 49 50 51 52 53 54 55 56
% Proteinas | 73,7 73,5 67,2 76,8 72,6 70,1 70,1 97,9 65,3

Fonte: Autora (2022). combinacio de acidificacdo com Acido Acético A) pH 5 e adicdo de NaCl em todas as
concentragdes (tubos 39, 40, 41); B) pH 4 e adicdo de NaCl em todas as concentracfes (tubos 42, 43, 44); C) pH 3
e adicdo de NaCl em todas as concentracfes (tubos 45, 46, 47); D) pH 5 e adi¢do de MgSO. em todas as
concentracdes (tubos 48, 40, 50); E) pH 4 e adigdo de MgSO,4 em todas as concentracdes (tubos 51, 52, 53); F) pH
3 e adicdo de MgSO4 em todas as concentracdes (tubos 54, 55, 56).
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Figura 22 - Efeito da combinagdo Acido Citrico e diferentes concentracdes de NaCl e MgSO4
sobre a coagulacdo de proteinas de extrato vegetal de castanha-de-caju

A pH 5,0 (AC) B pH 4,0 (AC) C pH 3,0 (AC)
% NaCl % NaCl % NaCl
0,5 1,0 0,5 1,0 0,5 1,0
Tubo n® 57 58 59 60 61 62 63 64 65
% Proteinas | 88,1 88,1 85,0 93,5 92,6 92,1 91,8 89,4 89,3
D pH 5,0 (AC) E pH 4,0 (AC) F pH 3,0 (AC)
% MgSO0, % MgSO, % MgSO,
0,5 1,0 0,5 1,0 2,0 0,5 1,0
H.- M H H H 7
£} ]
Tubo n® 66 67 68 69 70 71 72 73 74
% Proteinas | 92,7 91,2 92,3 94,0 93,0 87,1 86,4 87,1 83,7

Fonte: Autora (2022). combinacio de acidificagdo com Acido Citrico A) pH 5 e adicio de NaCl em todas as
concentracdes (tubos 57, 58, 59); B) pH 4 e adicdo de NaCl em todas as concentracdes (tubos 60, 61, 62); C) pH 3
e adicdo de NaCl em todas as concentracdes (tubos 63, 64, 65); D) pH 5 e adicdo de MgSO. em todas as
concentracdes (tubos 66, 67, 68); E) pH 4 e adi¢do de MgSO. em todas as concentracgdes (tubos 69, 70, 71); F) pH
3 e adicdo de MgSO4 em todas as concentracdes (tubos 72, 73, 74).

Este acontecimento pode ser explicado, pois os tratamentos empregados ndo induziram
a formacdo do coagulo, apenas a precipitacdo das proteinas. Visto que essa caracteristica é
incomum no processo de coagulacdo, que resulta na formacdo de uma rede proteica que
aprisiona a gordura. A precipitacdo consiste na diminuicdo da solubilidade das moléculas
proteicas, promovendo o aumento da interacdo proteina-proteina e formacdo de particulas
agregadas insoluveis e de maior massa especifica, que tendem a separar-se da solucdo e
sedimentar. Enquanto a coagulacdo é a formacdo de uma estrutura tridimensional através da

precipitacdo e agregacdo das proteinas presentes no fluido que resulta na obtencéo da coalhada
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e do soro, subproduto liquido composto por 4gua e componentes soltiveis (ORDONEZ, 2005;
DAMODARAN; PARKIN, 2019).

Desta forma, calor de 80 °C, acidificacdo e a presenca de sais em diferentes
concentragdes assim como a combinacao desses fatores, e 0 ajuste do pH do extrato para 3 com
acido acético ou citrico e aquecimento a 127 °C, ndo foram efetivos na formacdo de um coagulo
adequado a producédo de queijo. Visto que devido a formagdo de grumos muito pequenos, 0S
mesmos seriam perdidos no momento da dessora, ocasionando um menor rendimento. Além
disso, a formacdo de trés fases ap0s a centrifugacdo demonstrou a fragilidade desta coalhada e,
de certa forma, levantando davidas quanto a formacdo de um coagulo propriamente dito, que
engloba proteinas e globulos de gordura (DAMODARAN; PARKIN, 2019) Sendo assim, 0s
tratamentos que resultaram na formagdo do coagulo tipo 1 ndo séo adequados a producéo de

queijos vegetais.
5.2.2 Tratamentos que resultaram na formacao do coagulo tipo 2

Os métodos de ajuste do pH do extrato para 5 ou 4 com acido citrico e temperatura de
127 °C e ajuste do pH do extrato para 4 com acido acético e temperatura de 127 °C, originaram

0 coagulo 2, apresentados na Figura 23.

Figura 23 - Tratamentos responsaveis pela formacdo do coagulo tipo 2

127°C 127 °C 127:°C
1,5 kgf/cm2 15 kgf/cm2 15 kgf/cm2
pH4,0AA| [pH40ACc| [pHS0AC

pd
o
0

Tubo n2 31 36 37
% Proteinas 91,4 92,5 91,3

Fonte: Autora (2022). (A) ajuste do pH do extrato para
4 com &cido acético e temperatura de 127 °C (tubo 31);
(B) ajuste do pH do extrato para 4 com &cido citrico e
temperatura de 127 °C (tubo 36); (C) ajuste do pH do
extrato para 5 com &cido citrico e temperatura de 127 °C
(tubo 37);
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Esta coalhada apresentou caracteristicas intermediarias, visto que era composta por
grdos de tamanho médio e com consisténcia gelatinosa e firme, mas em menores proporcoes
que o coagulo tipo 3 (discutido adiante). Apés a centrifugacao, foi possivel observar a formacao
de apenas duas fases, o codgulo e sobrenadante, obtendo-se um soro de maior limpidez quando

comparado ao coégulo tipo 1.

Quando comparado ao coagulo tipo 1, 0 aumento no tamanho dos grumos e a formacéo
de apenas duas fases ap0s a centrifugacdo do coagulo tipo 2, indicam a produc¢éo de um coagulo
mais adequado a confeccdo de queijos vegetais. Além disso, a massa formada é facilmente
homogeneizada e de rapida dessora, fato que favorece a inoculagdo de microrganismos

probidticos.

Recomenda-se a elaboracédo de coalhadas com gréos pequenos na producéo de queijos.
As particulas de tamanho menor propiciam a saida do soro em funcdo da maior area superficial,
porem, e desfavoravel a formacao de grumos muito pequenos, por serem removidos juntamente
a0 soro no processo de dessoragem (FRACASSO; PFULLER, 2014). Além disso, como o
objetivo do trabalho é a producdo de um alimento tipo queijo probidtico, é preferivel a obtencéo
de coalhadas com menor permeabilidade. Visto que no processo de inoculacdo, coagulos
permeaveis permitem a passagem da suspensao bacteriana resultando em perdas do inoculo.
Dessa forma, os tratamentos que resultaram no coagulo tipo 2, séo preferiveis em comparacao

aos metodos apresentados.

A faixa de pH entre 3 e 5 é a de menor solubilidade das proteinas presentes na castanha-
de-caju, conforme Liu e colaboradores (2018). Contudo o ajuste para pH 4 e 5 apresentaram
melhor resposta de coagulacdo em comparacao ao pH 3, que resultou na formacao do coagulo

tipo 1.

5.2.3 Tratamentos que resultaram na formacéo do coagulo tipo 3

Para os tratamentos, temperatura de 127 °C a presséo de 1,5 kgf/cm?; adicdo de NaCl
ou MgSO4 em concentragéo de 0,5, 1 ou 2 % (m/v) e temperatura de 127°C (1,5 kgf/cm?); ajuste
do pH do extrato para 5 com &cido acético e temperatura de 127 °C (1,5 kgf/cm?), obteve-se o
coagulo tipo 3, classificado como firme, resistente, gelatinoso, permeavel e com grumos
grandes. Houve a formag&o e separacdo do coagulo e soro. Contudo o soro encontrava-se entre

0s gréos da coalhada, conforme observado na Figura 24.
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Figura 24 - Tratamentos responsaveis pela formacgéo do coéagulo tipo 3

127 °C (1,5 kgf/cm?) 127 °C (1,5 kgf/cmz) 127°C
Al 127 °C B % NaCl € % MgSO, 1,5 kgf/cm?
1,5 kgf/f:m2

=)

1,0 2,0 0,5 1,0 2,0 pH 5,0 (AA)

i
A%
2
i

b

Tubo n® 2 21 22 23 24 25 26 30
% Proteinas 78,9 74,9 74,3 46,1 85,1 81,4 80,1 90,7

Fonte: Autora (2022). Coagulo tipo 3 formado a partir do tratamento: (A) temperatura de 127°C (tubo 2); (B)
adicdo de NaCl em 0,5%, 1% e 2 % (m/v) e temperatura de 127°C (tubos 21, 22, 23); (C) adi¢do de MgSO. em
0,5%, 1% e 2 % (m/v) e temperatura de 127 °C (tubos 24, 25, 26); (D) ajuste do pH do extrato para 5 com acido
acético e temperatura de 127 °C (tubo 30).

Assim, os tratamentos que envolveram o aquecimento em 127 °C a pressdo de 1,5
kgf/cm?, associados ou ndo & adicao de sais nas trés concentragdes testadas e pH 5 ajustado com
Acido Acético, apresentaram a formacdo de um coagulo mais firme e compativel com a
producdo de um queijo vegetal, tendo em vista a reducéo da perda de material proteico através
da dessora. No entanto, no que diz respeito a inoculacdo de microrganismos probidticos, a
firmeza dos grdos deste coagulo poderia dificultar a distribuicio homogénea dos
microrganismos ao longo de toda a massa coagulada. Desta forma, os tratamentos que levam a

formacdo do coagulo tipo 3 seriam mais indicados a producédo de queijos nao inoculados.

Os tratamentos realizados com alta temperatura (127 °C), proporcionaram a coagulacao
e formacéo de coalhadas mais resistentes. Segundo Damodaran e Parkin (2019), a maioria dos
geéis proteicos sdo formados através do aumento da temperatura do fluido. No processo de
gelificacdo, o aquecimento proporciona a desnaturacdo das proteinas e induz a transicdo do
estado liquido para pré-gel. Esse estado facilita o acontecimento da proxima etapa, pois uma
porcao significativa de grupos funcionais encontram-se expostos, ocasionando a agregacao das

proteinas e constituicdo da rede proteica.

Quando uma solugdo com concentragdo proteica superior ao valor critico é submetida a
aquecimento acima da sua temperatura de desnaturacdo, ocorre a formacdo do coégulo
(DAMODARAN; PARKIN, 2019). Isso explica porque o tratamento com temperatura de
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127°C promoveu a formacdo de uma coalhada com caracteristicas desejadas, enquanto o
tratamento de aquecimento de 80 °C resultou apenas na precipitacdo das proteinas. Além disso,
outro fator que pode ter favorecido a formacgdo do coégulo tipo 3 é a combinacgdo dos agentes
temperatura e pressdo. Como o extrato vegetal foi aquecido a 127 °C em autoclave, que para
atingir essa temperatura chega a uma pressio de 1,5 kgf/cm? (1,452 atm), 0 aumento da presséo
pode ter auxiliado no desdobramento das moléculas proteicas, expondo os grupos funcionais e
facilitando a interacdo proteina-proteina. Contudo, tem-se a necessidade de avaliar a atuacdo
do calor de 127 °C e aumento da presséo de forma individual, a fim de compreender se houve

efeito sinérgico ou apenas um dos agentes proporcionou o efeito de coagulacao.

5.2.4 Consideracdes a respeito da escolha do metodo de coagulacéo

A proteina € um componente fundamental na fabricacdo de queijos, pois além de serem
responsaveis por fornecer a aparéncia e textura devido a coagulagdo, estas desempenham
fungbes importantes no desenvolvimento do sabor e aroma do queijo (THOMAS;
PRITCHARD, 1987). Com isso, a escolha entre os métodos de coagula¢cdo que formaram o
coagulo 2, deu-se atraves do tratamento que apresentou maior porcentagem de proteinas
coaguladas. Os resultados da dosagem de proteinas obtidos por meio do método de Peterson
modificado por Lowry (1951) para cada tratamento, Tabela 4, ndo apresentaram diferencas
significativas. Contudo o método de coagulacéo realizado através do ajuste do pH do extrato
para 5 com acido citrico e temperatura de 127 °C a pressdo de 1,5 kgf/cm?, resultou em maior
valor numérico (92,48 %), sendo o tratamento indicado para coagulacédo do extrato vegetal de

castanha-de-caju.

Tabela 4 - Porcentagem de proteina coagulada a partir dos métodos de coagulagédo

Tratamento Proteina coagulada (%0)
mpertua e 1776 & pressc do 15 kgt 5248 +089
mperstia de 121 °C  presio de 16 kgl 61,35 1.2
Ajuste do pH do extrato para 4 com acido acético e 9139 + 0,68

temperatura de 127 °C a pressio de 1,5 kgf/cm?

Fonte: Autora (2022). Média + desvio padrao.
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5.3 AVALIAC;AO DO QUEIJO VEGETAL
5.3.1 Andlise microbioldgica

A analise microbioldgica, realizada através da contagem de microrganismos viaveis,
teve o intuito de verificar a quantidade de microrganismos durante diferentes periodos de
fermentacgdo e a existéncia de contaminantes além da bactéria Bacillus clausii no analogo de

queijo.

O resultado medio da analise microbiologica do extrato de castanha-de-caju e queijo
vegetal em 16, 24 e 72 horas de fermentacdo estdo representados na Figura 25 e descritos na
Tabela 5.

stras em triplicata em 16h de fermentagdo

Figura 25 - Placas de contagem das amo

Fonte: Autora (2022)

Tabela 5 - Resultado da contagem de microrganismos viaveis no extrato de castanha-de-caju e
queijo vegetal em diferentes periodos de fermentacao

Extrato de castanha-de-caju

Microrganismos viaveis (UFC/mL) 6,49 x 10’

Queijo vegetal

Tempo de fermentacao Microrganismos viaveis (UFC/g)
16h 1,15 x 10’
24h 1,47 x 107
72h 1,25 x 107

Fonte: Autora (2022)
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Segundo Kurmann e Rasic (1991) os alimentos necessitam ter uma contagem minima
de 105 — 107 UFC do probidtico por grama do produto. Para os trés periodos avaliados, o queijo
vegetal elaborado encontra-se dentro do padrdo necessario para ser classificado como
probidtico. Embora uma diminuicdo significativa na concentracdo da bactéria pode ser
observada ap6s 72h. Almeida (2017) cita que em resolucdo da ANVISA 2008, é recomendado
uma ingestao diaria minima de 108 — 10° UFC. Para o queijo probidtico desenvolvido, composto

por 107 UFC/g, essa recomendacdo pode ser alcancada com o consumo de 10g do produto.

Houve efeito significativo do tempo de fermentacdo no crescimento da cultura. Assim,
dependendo do produto desejado, como é o caso de queijos maturados, faz-se necessario a
inoculacdo de uma maior concentracdo da bactéria Bacillus clausii no coalho, para garantir que

o produto alcance o nimero populacional necessério do probidtico (10° — 10" UFC/g).

O extrato vegetal de castanha-de-caju apresentou uma concentragdo de 6,49 x 10’
UFC/ml, engquanto para as amostras controle, sem inoculagdo da cultura, ndo identificou-se o
crescimento de col6nias. Resultado que confirma a assepsia no desenvolvimento do alimento e
nenhuma interferéncia de outros microrganismos no processo de fermentacdo, conforme

observado na Figura 26.

Figura 26 - Microrganismos vidveis nas amostras controle
J— =y

— 4 ’

Fonte: Autora (2022). Amostras controle em 16h (A) e 24h (B) de fermentag

5.3.2 Rendimento e avaliacéo de custo

O rendimento € um indice importante na produgdo de queijos. Sendo diretamente
influenciado por vérios fatores, essa variavel auxilia no calculo de custos do produto. A

metodologia empregada na producéo do queijo vegetal resultou em um rendimento aproximado
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de 63,41 %. Deste modo, para a obtencéo de 1 Kg de queijo sdo necessarios 1,58 L de extrato
vegetal ou 384,62 g de castanha-de-caju. Para o rendimento expresso em g de produto/100g de
gréo, encontrou-se o valor de 260 g de queijo/100g de castanha-de-caju. Ciabotti (2004) obteve
valor semelhante de 275,37 g tofu/100 g gréo na producdo de tofu. Contudo, como a massa da
coalhada foi pesada apds o processo de dessoragem, tem-se a necessidade de repetir essa
analise. Visto que o produto foi posteriormente submetido a prensagem, havendo diminui¢do

do teor de umidade e possivelmente diferenca no rendimento encontrado.

O custo do produto, no que diz respeito a matéria-prima, foi obtido por meio do
rendimento encontrado de 260 g de queijo/100 g de améndoas. Adquiriu-se a castanha-de-caju
crua em mercado local com o preco de R$ 98,00 ao Kg. Assim, o valor estimado do Kg do
queijo vegetal a base de castanha-de-caju é de R$ 37,70. Valor semelhante a alguns queijos
frescos encontrados, como minas frescal & R$ 36,90 (SUPERNOSSO, 2022) e R$ 38,00
(EMPORIO NACIONAL 2020), creem cheese a R$ 39,90 (BANCA DO HOLANDES, 2022)
e queijo quark a R$ 35,54 (ANGELONI, 2022). No entanto, se a castanha-de-caju for adquirida

em escala produtiva, o preco do alimento pode ser inferior ao estimado.

O valor semelhante entre o produto vegetal e os de origem animal demonstra que o
analogo de queijo desenvolvido, além de atender 0s grupos vegano e vegetariano, tem potencial
de consumo dos individuos que seguem uma dieta onivora. Segundo pesquisa do IBOPE de
abril de 2018, 60 % dos 2.002 entrevistados declararam que comprariam alimentos vegetarianos
e veganos se estivessem com 0 mesmo preco que os produtos que ja estdo acostumados a
consumir. Além disso, o residuo solido obtido no processo de elaboracdo do extrato vegetal
pode ser utilizado na fabricacdo de um alimento tipo ricota vegetal, como apresentado por Cruz,
Ribeiro e Oliveira (2020), que desenvolveram o produto com a mistura de azeite, sal, suco de
limdo e alho em pd ao material residual do extrato de amendoim, atribuindo maior valor a

matéria-prima e reduzindo os residuos gerados no processo de producéo.

5.3.3 Teor de umidade

O teor de umidade refere-se a agua contida em um alimento, englobando a umidade de
superficie (a4gua livre) e a umidade absorvida (agua presente no interior do produto) (IAL,
2005). A determinacdo da umidade é de grande importancia na inddstria de alimentos, porque

estd diretamente relacionada a identificacdo e controle de qualidade. Além disso, o
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conhecimento deste indice auxilia na definicdo das variaveis de produgdo do produto, como a

estocagem e embalagem do alimento.

A Tabela 6 apresenta o teor de umidade do andlogo de queijo controle e probidtico. Nao
houve diferenca significativa entre os valores encontrados para cada amostra, indicando que a
utilizacdo da cultura de Bacillus clausii para a produ¢do de um alimento tipo queijo probiotico,
ndo interfere na umidade final do produto.

Tabela 6 - Teor de umidade do analogo de queijo controle e probidtico

Anélogo de queijo Umidade
Controle 60,55+ 1,24
Probiotico 59,99 + 0,40

Fonte: Autora (2022). Média * desvio padréo.

Sharma, P., Sharma, D., e Amin (2018) produziram um queijo vegetal a base de
amendoim fermentado por Lactobacillus rhamnosus, e ndo observaram diferencas
significativas no teor de umidade antes e depois da fermentacdo, encontrando valores de 65,74
e 65,73 %, respectivamente. Chumchuere, MacDougall e Robinson (2000) obtiveram umidade
de 61,5 % em um queijo de soja coagulado por acdo das bactérias Streptococcus thermophilus
e Lactobacillus fermentum. Fritzen-Freire e colaboradores (2010) encontraram umidade de
60,4% no desenvolvimento de queijo minas frescal com adicdo e cultura probidtica de

Bifidobacterium Bb-12 apds 28 dias de armazenamento.

Na fabricacdo de queijos, as variedades desse alimento podem ser classificadas de
acordo com a umidade e caracteristicas de cura. Assim, segundo classificacdo apresentada por
Walter e Hargrove (1972), o alimento tipo queijo a base de castanha-de-caju pode ser

classificado como um queijo mole ndo-maturado.

5.3.4 Dosagem de proteinas

Os resultados evidenciados na Tabela 7 consistem no percentual de proteinas
coaguladas, concentracdo de proteina do extrato vegetal e do alimento tipo queijo. A
concentracdo de proteinas em 100 g de queijo foi determinada a partir da fragdo proteica do

extrato vegetal, percentual coagulado e rendimento.
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Tabela 7 - Resultado das analises de dosagem de proteinas do extrato e queijo vegetal

Anélise Resultado

Concentracéo proteica do extrato vegetal 74,38 g/L
Percentual de proteina coagulada 89,94 %
Concentracéo proteica em 100g de queijo 10,55 ¢

Fonte: Autora (2022)

O resultado encontrado na dosagem de proteinas do extrato vegetal de castanha-de-caju
indicou um teor proteico de 7,44 %. Valor superior em comparacdo aos disponiveis na
literatura. Cardoso (2016) obteve um extrato vegetal com 4,03 % de proteina através da
trituracdo de améndoas de caju com agua na proporcao de 1:2 (p/v). Dantas (2020), desenvolveu
extrato de castanha-de-caju com 3,26 % de proteina utilizando a propor¢do de 1:6
(castanha:agua). Isso se deve a diferenca de metodologia empregada para a dosagem de
proteina. Visto que os dois estudos citados realizam a determinacgdo da matéria nitrogenada total
através do método Kjeldahl. Enquanto neste trabalho quantificou-se as proteinas solUveis
através do método de Peterson modificado por Lowry. Além disso, a composicao centesimal
do extrato depende das condic¢Bes do processo de producdo, como a proporc¢édo de castanha-de-

caju e agua, tempo de maceracao e filtragéo.

Para o alimento tipo queijo, encontrou-se valores similares aos da literatura, sendo de
10,55 g de proteina para 100 g de alimento, o que corresponde a um teor proteico de 10,55 %.
Pauletto e Fogaca (2012) desenvolveram tofu com concentracéo proteica de 11,4 g/100 g de
produto. Andrade e Seibel (2016) produziram queijo petit-suisse com extrato de soja sabor
maracuja e morango, obtendo 11,58 e 9,48 g de proteina, respectivamente, em 100 g. Na
elaboracdo de queijo artesanal com leite de vaca e Lactobacillus sp., Bonfim e Rocha (2017)
analisaram o teor proteico do produto antes da maturacao e obtiveram um valor de 13,67 %.
Chen e colaboradores (2020) obtiveram um alimento tipo queijo com 8,2 % de proteina bruta,
através da trituracdo de castanha-de-caju com Rejulevac (fermentado a base de grdos) para

obtencdo de uma massa concentrada.

5.3.5 Analise sensorial

Os resultados da analise sensorial em relacdo as caracteristicas avaliadas e a intencéo de

compra do queijo controle e probidtico estdo representados na Tabela 8.
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Tabela 8 - Valores médios e desvio padrao dos atributos e intencdo de compra avaliados na
analise sensorial do andlogo de queijo controle e probidtico

Anélogo de queijo

Caracteristica Controle Probiotico
Sabor 4,64 + 0,61 4,43 +£ 0,49

Cor 4,50 £ 0,50 4,57 £ 0,49
Textura 4,29 + 0,80 4,00 +1,13
Aroma 3,79 +0,94 3,86 £0,99
Aceitacédo global 4,57 +0,49 4,50 + 0,50
Salgado 2,79 + 0,67 3,14 + 0,64
Acidez 2,89+ 0,64 3,43+0,62
Intencdo de compra 4,57 + 0,62 4,00 +£0,93

Fonte: Autor (2022). Média + desvio padrao.

Os valores médios para os atributos sabor, cor e textura ndo apresentaram diferencas
significativas entre as amostras. Em relacdo ao aroma, 57,1 % dos participantes declararam que
“ndo gostaram nem desgostaram” para as duas amostras. 1ss0 pode ser explicado, devido ao
fato de que os produtos ndo passaram pelo processo de maturacdo. Segundo Molimard e
Spinnler (1996), o aroma dos queijos é uma caracteristica proveniente das substancias geradas
no catabolismo de proteinas, carboidratos e lipidios, e essas reacdes bioquimicas sao
intensificadas durante o processo de maturacdo. Além disso, cada microrganismo produz
distintos compostos que irdo fornecer ao queijo caracteristicas especificas. Assim, observa-se
que o analogo de queijo a base de castanha-de-caju, submetido a curto periodo de fermentacao

por Bacillus clausii, promove a formacdo de um alimento de aroma neutro.

Em relacdo a textura, as duas amostras obtiveram valor médio proximo a resposta
“gostei moderadamente”. Resultado obtido em consequéncia da elaboracdo de dois queijos
moles ndo maturados, que apresentavam maior percentual de umidade e textura pastosa, com

consisténcia de corte, mas ndo a ideal para serem consumidos in natura.

O queijo vegetal fermentado foi relatado por 50 % dos provadores como
“moderadamente maior que o ideal” em relagdo ao atributo acidez, ocasionando diferenca
significativa entre os valores médios das amostras avaliadas. A acidez é uma propriedade
marcante dos produtos fermentados. De acordo com Hecht (1999), o Bacillus clausii é uma
bactéria produtora de uma classe de enzimas denominada de subtilisinas, classificadas como

serina-proteases com especificidade para os residuos tirosina, triptofano e fenilalanina
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(WHITAKER, 1994 citado por TARDIOLI, 2003). As enzimas proteases sdo responsaveis pela
hidrélise das proteinas, resultando na formacdo de hidrolisados proteicos responsaveis por
proporcionar determinadas caracteristicas no sabor do queijo, como o gosto acido (ORDONEZ,
2005; DAMODARAN; PARKIN, 2019). Além disso, o extrato vegetal foi coagulado através
do &cido citrico, o que pode ter acentuado o gosto &cido das amostras fermentadas e ocasionado
a nota proxima ao critério “ideal” para 0 queijo ndo inoculado. Contudo o valor médio da
aceitacdo global dos dois andlogos de queijo ndo apresentou diferencas significativas. Azevedo
et al. (2011) submeteram trés leites fermentados comerciais & analise sensorial obtiveram, de
forma semelhante, como resultado uma preferéncia dos provadores e maior intengdo de compra

ao produto com baixa acidez.

Houve reducdo na atitude de compra do queijo vegetal inoculado com a bactéria em
comparagdo ao formulado apenas com castanha-de-caju. Dos provadores, 35,7 % afirmaram
que certamente comprariam o alimento probidtico. Enquanto, o valor foi de 64,29 % para a

amostra controle, conforme representado no Grafico 1.

Grafico 1 - Intencdo de compra do queijo vegetal probidtico e controle

Probiotico Comum

7.14% 7.14%

21,43%
= 28,57%
Legenda
B |Certamente compraria
35,71% Provavelmente comparria

Talvez compraria/Talvez ndo

Provavelmente ndo compraria
0 |Certamente ndo compraria

Fonte: Autora (2022). A esquerda o grafico de intengio de compra do analogo de queijo probidtico. A direita o
grafico de intengdo de compra do analogo de queijo controle.

Os resultados obtidos com a andlise sensorial, visto que 71,4 % dos participantes
afirmaram seguir uma dieta onivora e com isso estdo habituados com o sabor dos queijos
fabricados a partir do leite de vaca, demonstram que esse tipo de alimento tem potencial de
consumo, atendendo tanto os individuos que ndo consomem leite de origem animal quanto

aqueles que seguem uma dieta onivora.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos com o presente estudo indicam que o analogo de queijo elaborado
a base de castanha-de-caju e com metodologia semelhante a utilizada na fabricacéo de queijos,
tém potencial para atender tanto os consumidores com restricéo ao leite de vaca quanto aqueles

que seguem uma dieta onivora.

A avaliagdo da coagulacdo do extrato vegetal de castanha-de-caju indicou que a
utilizacdo dos tratamentos de ajuste do pH para 4 ou 5 com &cido citrico ou para pH 4 com
acido acetico e temperatura de 127 °C, resultam na melhor formacdo de coalhada e soro
limpido. Sendo o tratamento de ajuste do pH para 5 com &cido citrico e temperatura de 127 °C
0 que proporcionou a maior porcentagem de proteinas coaguladas e, com isso, o mais indicado

para a coagulacdo do extrato.

O microrganismo Bacillus clausii apresentou crescimento no queijo vegetal, conferindo
potencial probidtico ao produto. Contudo, a contagem de bactéria diminuiu de 1,47 x 10" em
24 h de fermentagdo para 1,25 x 10" UFC/g em 72 h, mostrando que o valor probidtico do

alimento diminui com o tempo.

N&o houve diferenca entre o teor de umidade do queijo vegetal probiotico do controle,
mostrando que a fermentacdo pela cultura de Bacillus clausii ndo altera a umidade final do
alimento. Por meio das analises realizadas, o produto produzido pode ser classificado como um

queijo mole ndo maturado com teor proteico de 10,55 %.

A metodologia utilizada apresentou um rendimento aproximado de 63,41 %. Contudo,
constata-se a necessidade da repeticdo dessa analise. Visto que a massa da coalhada foi obtida
ap0s o processo de dessoragem e o produto foi posteriormente submetido a prensagem, o que

resulta em diminuicdo no teor de umidade e diferencas no rendimento encontrado.

A analise sensorial demonstrou uma boa aceitacdo do analogo de queijo probidtico e

controle a base de castanha-de-caju, com percentual relevante de intencdo de compra.

6.1 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Realizar a caracterizacdo completa do extrato vegetal e analogo de queijo de castanha-
de-caju;

e Repetir a analise de rendimento;
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Avaliar a coagulacdo do extrato vegetal por diferentes tratamentos utilizando analises
fisico-quimicas, como textura e viscosidade;

Avaliar a adi¢do de diferentes concentraces de in6culo e condi¢Bes de fermentacdo
para garantir um produto probi6tico por maior tempo;

Submeter o produto desenvolvido a maturagdo, avaliando sua composicdo centesimal e
aceitagéo sensorial,

Desenvolver o queijo vegetal por diferentes microrganismos e métodos de fabricagao
para a obtencao de outros tipos de queijo.
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APENDICE A - Ficha de avaliagio sensorial

IDADE: SEXO: DIETA: Vegana () Vegetariana () Onivora ()

Vocé foi convidado a degustar dois alimentos tipo queijo. Prove as amostras e conceda as notas.

Escala 1 Caracteristica Amostra 1 Amostra 2
5 | Gostei muito Sabor
4 | Gostei moderadamente Cor
3 | Nao gostei nem desgostei Textura
2 | Desgostei moderadamente Aroma
1 | Desgostei muito Aceitacéo global
Comentarios:
Escala 2 Caracteristica Amostra 1 Amostra 2
5 | Muito maior que o ideal Salgado
4 | Moderadamente maior que o Acidez
ideal
3 | ldeal Comentarios:
2 | Moderadamente menor que o
ideal
1 | Muito menor que o ideal
Escala 3 Caracteristica Amostra 1 Amostra 2
5 | Certamente compraria Intencdo de compra
4 | Provavelmente compraria Comentarios:
3 | Talvez compraria/ Talvez ndo
compraria
2 | Provavelmente ndo compraria
1 | Certamente ndo compraria
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