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RESUMO

O sodio € um elemento essencial na alimentagdo, contudo, 0 seu consumo em excesso podera ter
efeitos nocivos para a saude, tais como o0 aumento na pressdo sanguinea e a reducao na absorcao
de calcio. Devido a estes efeitos, a reducdo do teor de sédio nos alimentos tem sido uma das
prioridades da Unido Europeia, Australia e Estados Unidos, nomeadamente no setor dos laticinios
onde o queijo é considerado um género alimenticio com elevados niveis neste elemento.

A presente dissertacdo visou o estudo da influéncia da redug&o de NaCl por substituicdo com KCI ou
por reducédo isolada na composicao fisico-quimica e mineral e na protedlise, ao longo da maturacao
do queijo de S&o Jodo do Pico, nomeadamente ao nivel de critérios como a seguranca
microbioldgica, as caracteristicas sensoriais, as propriedades de textura e paradmetros da cor,
avaliados aos 17 dias de cura, periodo considerado minimo para a comercializagcao deste queijo. Os
ensaios experimentais englobaram diferentes tratamentos de salga na coalhada: 100% NacCl
(amostra controlo, C); substituicdo (m/m): 3NaCl:1KCI (A1), 1NaCl:1KCI (B1), 1NaCl:3KCI (C1), 100%
KCI (D1); reducéo isolada: 75% NaCl (A2), 50% NaCl (B2), 25% NaCl (C2), e 0% NaCl (D2), do sal
utilizado na amostra controlo. Os queijos foram posteriormente curados a 11°C durante 40 dias.

As reducdes de sodio por substituicdo parcial/total com KCI e por diminuicdo em 25% de NaCl
demonstraram ser viaveis para o queijo Sdo Jodo, sem efeitos adversos significativos na sua
gualidade global. Os resultados indicaram que os tratamentos de salga aplicados ndo exerceram
efeitos significativos relativamente aos valores médios de humidade, proteina, a,, gordura, lactose,
fésforo, no mesmo periodo de maturagdo. Porém, verificaram-se diferencas significativas nos teores
de cinza, sédio e potassio entre 0s queijos experimentais na mesma fase de maturacdo. O teor em
cinza diminui significativamente nos queijos experimentais de reducdo simples e o teor de K
aumentou significativamente nas modalidades de substituicdo, enquanto o teor de sdodio reduziu
significativamente para ambas as tipologias de salga. As modalidades de ensaio exerceram
influéncias significativas nos valores de pH e da acidez das amostras. Os resultados revelaram ainda
gue a protedlise foi estatisticamente semelhante nos queijos experimentais e controlo em todas as
fases de maturacdo. A qualidade microbiolégica encontra-se dentro dos paradmetros regulamentares
e, no geral, ndo diferiu entre tratamentos de salga.

Nao foram encontradas diferencas significativas nos parametros fisicos da dureza, adesividade e
coesividade entre queijos experimentais e amostra padréo. As modalidades de reducdo revelaram
uma dureza significativamente superior as modalidades por substituicdo, e estas Ultimas revelaram
parametros de coesividade e adesividade significativamente superiores as primeiras. Verificou-se
uma tendéncia ascendente significativa na dureza e uma tendéncia significativa descendente nos
parametros da adesividade e coesividade nos gueijos experimentais de reducgédo isolada a partir de
25% NacCl. Adicionalmente, todos 0s queijos experimentais revelaram ser menos amarelos e possuir
maior luminosidade na pasta comparativamente ao queijo convencional, sendo estes efeitos mais
acentuados nas modalidades de reducéo gradual simples de sal.

A avaliagcdo sensorial mostrou que os queijos salgados por substituicdo parcial/total com KCI néo
resultaram em produtos diferentes do queijo convencional, enquanto nas amostras respeitantes a
reducéo isolada de sédio acima de 50% NaCl, inclusive, foram detetadas diferencas aprecidveis. Nos
tratamentos de salga por substituicdo ndo foram identificados efeitos significativos na analise
descritiva das variaveis de aceitacdo de todas as amostras de Sdo Jodo. Pelo contrario, a mesma
andlise revelou diferengas significativas entre tratamentos de salga por reducdes simples superiores a
50% NaCl, nomeadamente, para os atributos da aparéncia, consisténcia, sabor e pasta.
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ABSTRACT

Sodium intake is essential for the welfare of the human being, however, its overconsumption may lead
to unhealthy effects, namely blood pressure increase and calcium absorption decrease. Due to the
aforementioned effects, sodium content in food is one of the main focuses of attention in European
Union, Australia and United States, especially in the dairy sector where cheese is perceived as being
a food source high in sodium.

This work aimed at the study of the effect of NaCl reduction by partial or complete replacement with
KCI or by reducing the level of added salt per se on the physicochemical and mineral composition and
on the proteolysis during ripening of Sdo Jodo cheese, particularly in terms of food safety, sensory
and textural properties as well as colour parameters, assessed at 17 days of ripening, which is the
minimum ripening time required for this cheese. Experimental trials encompassed different curd dry
salting treatments, including: NaCl only (control, C); 3NaCIl:1KCl (A1), 1NaCl:1KCl (B1), 1NaCl:3KClI
(C1) mixtures (w/w), KCI only (D1); 75% NacCl (A2), 50% NaCl (B2), 25% NaCl (C2), e 0% NacCl (D2)
of reduced salt level, and then ripened at 11 °C for 40 days.

It was found that partial/total substitution with KCI as well as decreasing the amount added of NaCl in
25% in S&o Jodo cheese are feasible, without significant adverse effects on its overall quality. No
significant effect was observed between control and experimental cheeses regarding moisture,
protein, a,, fat, lactose and phosphorus values at the same storage period. Nevertheless, there were
significant differences in ash, sodium and potassium contents among experimental cheeses at the
same storage period. Ash content decreased significantly in isolated NaCl reduction experimental
cheeses, whereas potassium content increased significantly with the gradual KCI replacement, while
sodium content dropped significantly for both types of salting reduction. Moreover, salt treatment had
a significant effect on the pH and acidity values of the samples. Still, the results showed that
proteolysis was statistically similar in control and experimental cheeses at all sampling ages. The
overall microbiological quality remained within the food safety standards and also did not differ among
salt treatments.

From the texture profile analysis, no significant differences were found in hardness, adhesiveness and
cohesiveness between control and experimental cheeses. Although, cheeses salted with decreasing
amounts of NaCl were significantly harder than the cheeses salted with NaCI/KCI mixtures or KCI only,
the last ones presenting significantly higher adhesiveness and cohesiveness than the former. Also, it
was discerned a significant ascending trend in hardness and a significant descending trend in
adhesiveness and cohesiveness for samples with reduction of NaCl levels above 25%. In addition, all
experimental cheeses revealed to have less yellowness and higher luminosity in their core when
compared to the conventional cheese, being these effects greater in samples with reducing of the
amount of salt per se.

The sensory evaluation showed that cheeses salted with partial to complete substitution with KCI were
not different from the conventional cheese, whereas notable differences were registered in samples
concerning decreasing levels of sodium, from 50% included. In salt treatment with substitution of NaCl
there was no significant effect on descriptive analysis concerning any of the acceptability variables for
all Sdo Jodo cheeses. In counterpart, the same analysis revealed significant differences in cheeses
with gradual isolated reduction of NaCl alone above 50%, namely for appearance, firmness, taste and
body attributes.

Keywords: Sdo Jodo cheese, reduction of salt content, sodium, potassium, proteolysis, sensory,
texture profile.
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“Phosphotungstic acid” (&cido fosfotungstico)
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Capitulo 1 — Introdugéo

CAPITULO 1 - INTRODUCAO

Atualmente, o teor de sal nos alimentos € um dos principais focos de atencdo da indudstria alimentar a
nivel mundial, em particular nos setores dos lacticinios, das carnes e dos cereais. Estes setores estéo
a ser impelidos a reduzir o teor em sal através de campanhas realizadas pelos departamentos de

salide publica e mediante alertas de salde disseminados pelos meios de comunicagédo social.

Sendo o queijo considerado um género alimenticio com elevados niveis de sodio, fator que
desencoraja o consumo de queijo, julga-se que reduzir o contetdo em sodio neste produto podera
contribuir para a reducdo do consumo geral de sédio pelos consumidores (Agarwal et al., 2011),
representando, adicionalmente, um enorme desafio para a indUstria de lacticinios, uma vez que o sal
exerce funcdes especificas no sabor, textura e extensdo do tempo de prateleira (Ayyash et al., 2011;
Ayyash & Shah, 2010; Guinee & Fox, 2004; Katsiari et al., 1997 e 2000; Liem et al., 2011).

1.1 O Sal e a Saude Publica

O sal contém sédio, componente mais abundante nos fluidos extracelulares e que permite o
transporte de nutrientes, sendo a sua ingestdo essencial pela contribuicAo nos mecanismos de
regulacdo da pressdo sanguinea, de transporte de agua intracelular, de regulacdo da pressdo
osmaética e de transmissdo de impulsos nervosos (Liem et al.,, 2011; Wyatt, 1983). O consumo
maximo diario recomendado para adultos € de aproximadamente de 2,4 g Na ou 6 g NaCl, o qual
pode ser encontrado naturalmente nos alimentos (Ayyash & Shah, 2010). Contudo, nos paises
desenvolvidos, a ingestdo média na dieta alimentar do consumidor é de 4-5 g de sddio (10-12 g de
cloreto de sddio) por dia (Drake et al., 2011), sendo vista como excessiva, uma vez que a ingestao de
Na presente no sal utilizado € no minimo duas a trés vezes superior a ingestédo diaria recomendada;
pode mesmo ser perigosa em termos de sallde publica por poder provocar hipertensdo e o aumento
da excrecdo de célcio, com conducdo concomitante a osteoporose (Katsiari et al., 1997 e 2000;
Guinee & Fox, 2004; Ayyash et al., 2011; Cruz et al., 2011; Liem et al., 2011).

Em 2008, a Comissdo Europeia estabeleceu um procedimento geral para a reducdo de sal. Esta
iniciativa visa contribuir para a reducado do consumo dos niveis de NaCl pelas popula¢des, para a
consecucao das recomendagfes estabelecidas pela Organizacdo Mundial de Saude e que respeitam
a um limite de ingestdo de sal ndo superior a 5g/dia/adulto, e tem como um dos principais objetivos
uma reducdo total do sal em 16% nos proximos 4 anos seguintes, a partir dos niveis de sal avaliados
no ano de 2008. Numa primeira fase, as atividades centrar-se-80 em quatro categorias de géneros
alimenticios: 1. produtos carneos, 2. pao, 3. queijo, e 4. refeicbes (restauracdo e catering). A
participacdo dos Estados Membros neste procedimento geral comum € voluntéria (Zanardi et al.,
2010). Alguns dos Estados Membros participantes sdo a lItalia, Reino Unido, Irlanda, Franca,
Finlandia, Espanha (Health and Consumers DG, 2008).
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Por analogia, as organizacdes de saude dos EUA propuseram metas a cumprir na reducao gradual
do teor em sédio em alguns géneros alimenticios. Esta iniciativa tem como objetivo reduzir o sal na
restauracao e no catering em 25% nos 5 anos subsequentes a 2009, sendo expectavel uma reducéo
nacional da ingestdo de sal em 20%. De notar que uma iniciativa semelhante no Reino Unido
conduziu a redugdes de sal de 40% ou mais em alguns produtos alimentares (Agarwal et al., 2011).

A gama do contetdo de sal no queijo varia de 0,7% no tipo Suico a aproximadamente 8% em queijos
conservados em salmoura. Por conseguinte, os consumidores procuram formas para restringir a
ingestdo diaria de sddio, incrementando assim a procura de alimentos e queijos com teores reduzidos
neste elemento (Ayyash & Shah, 2010), ou evitando, inclusive, o consumo de queijo. Contudo, o
desenvolvimento de queijos que contribuam para atenuar questdes relacionadas com a saude publica
€ um desafio para a industria de lacticinios visto que quando a concentracdo de sal em queijos é
reduzida, podem verificar-se aumentos na protedlise, na atividade da agua, na acidez e no amargor, e
reducdo na firmeza, ocorrendo também fermentagGes irregulares (Ayyash & Shah, 2010).
Considerando que o consumo de queijo esta a aumentar a nivel mundial, devia ser dada importancia
a reducdo do teor de sodio no queijo sem afetar o seu consumo (Cruz et al, 2011).
Consequentemente, a substituicdo de cloreto de sédio por outro sal é considerado uma aproximacao
alternativa na reducdo de sédio em queijos (Ayyash & Shah, 2010). Varios tipos de queijo com teor
reduzido de sodio tém sido desenvolvidos mediante a reducdo de NaCl, por si sO, ou por substituicao
parcial/total deste sal por KCI, MgCl, e CaCl,. De um modo geral, os resultados sdo positivos, sendo
a maioria das variedades dos queijos aceitavel. Porém, por vezes € possivel detetar um sabor
amargo residual resultante da substituicdo do NaCl. Na sequéncia destes estudos (Guinee & Fox,
2004; Lindsay et al., 1982), o cloreto de potassio (KCI) tem sido reconhecido como o substituto
potencial do cloreto de sddio, sendo que a mistura NaCl:KCI tem sido usada com sucesso em Varios
gueijos, sem qualquer efeito adverso na qualidade do queijo, tais como o Feta, o Kefalograviera, € 0
Cheddar (Ayyash & Shah, 2010).

Devido aos efeitos negativos na salde provocados pela ingestdo do sal, tais como o aumento na
pressdo sanguinea, associada a doencas cardiovasculares, a reducéo na absorcéo de célcio com a
formagéo de calculo renal (“pedra nos rins”) composto por célcio, com o subsequente aumento do
risco de osteoporose, o elevado consumo de sal através dos alimentos é uma questéo de relevo na
sociedade moderna (Ayyash et al., 2011; Guinee & Fox, 2004; Katsiari et al., 1997 e 2000; Liem et al.,
2011). Sabe-se que a elevada ingestdo de sddio interfere na biodisponibilidade do calcio devido a
excrecao renal deste mineral (Cruz et al., 2011). De acordo com equacgdes preditivas, assume-se que
a excrecao urindria do célcio aumenta de 30 a 40 mg, para cada 2 g de sddio consumido. Nao
obstante, se a ingestdo de sddio é inferior a 2,4 g por dia, ndo havera impacte negativo na estrutura
Ossea. Além disso, € observado, para mulheres na pds-menopausa, que uma dieta restrita em sodio
(até 2 g por dia) pode ser benéfica para a manutencdo da massa 6ssea e subsequente prevencao da
osteoporose (Cruz et al., 2011). Acresce ainda que é aceite que pessoas que consomem produtos
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lacteos ingerem mais nutrientes e exibem ossos mais saudaveis quando comparado com pessoas
gue ndo consomem este tipo de produtos (Cruz et al., 2011).

As Linhas Guia da Dieta enfatizam que o impacte da ingestdo elevada em soOdio através da
alimentacdo pode ser reduzido se se aumentar a ingestdo de potassio, naturalmente presente em
batatas, cenouras, feijdo, fruta e outros horticolas. Estudos epidemioldgicos e clinicos indicam que a
ingestdo de potassio tem um papel importante na hipertensao arterial em individuos hipertensos. A
ingestdo de sédio e potassio tem efeitos antagonistas na pressdo arterial, que se traduzem em
resultados benéficos quando a ingestao de sédio diminui e a ingestdo de potassio aumenta (Cruz et
al., 2011).

No corpo humano, tanto o sédio como o potassio influenciam o metabolismo da agua e estimulam
atividades neuromusculares. De acordo com recomendac8es nutricionais, o racio adequado de Na/K
na dieta deve ser de 0,5 para criancas e 0,6 para adultos (Reps et al., 2009). Num estudo que
correlacionava a pressdo sanguinea com ingestdo de calcio e o racio Na/K, foi observado que a
proporcdo Na/K estd mais fortemente associada com a pressédo sanguinea do que qualquer outro
nutriente (incluindo Na). Também foi verificado que uma ingestdo adequada de célcio protege contra
efeitos de hipertensdo, numa dieta com consumo elevado em Na ou com consumo baixo em K e que
a ingestdo de produtos lacteos e de calcio ajudam a manter a pressao arterial nos niveis normais
(Cruz et al., 2011).

Em suma, diversos estudos indicam que um aumento da ingestdo de potassio pela dieta pode
exercer um efeito protetor em individuos com hipertensdo induzida pelo sédio, tendo sido estimado
gue uma reducédo de 2,9 g por dia de sal na dieta da populacdo ocidental decresceria os niveis de
mortalidade causados por acidente vascular cerebral, de aproximadamente 22%, e por isquemia
cardiaca, de cerca de 16% (Williams et al., 2003), bem como contribuiria para a reducéo da excrecao

renal do célcio e, consequentemente, conferiria protecdo a massa Ossea, por prevencdo da
osteoporose (Katsiari et al., 2000).

Apesar da gravidade do problema e do trabalho constante na consciencializagdo publica, uma
reducéo no teor do sal em alimentos processados constitui um enorme desafio para a industria devido
as limitagBes nas caracteristicas sensoriais, bem como nas propriedades funcionais e na seguranca
microbioldgica dos produtos por ela produzidos e comercializados (Liem et al., 2011), para além do
fato de o sal ser um dos ingredientes mais baratos na industria alimentar. A introducéo de produtos
com reduzido teor em sédio deve ser cuidadosamente estudada de modo a que o desempenho e o
sabor dos produtos com teor reduzido em sal sejam semelhantes aos respetivos alimentos

convencionais (Guinee & Fox, 2004).

Pese embora pesquisas de mercado indicarem que os consumidores sdo pro-ativos relativamente a

aquisicdo de produtos saudaveis, o sabor continua a ser o fator preponderante na decisdo de compra.
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Tem sido reportado que os consumidores véem os produtos baixos em s6dio como tendo um sabor
muito atenuado, insipido, e até enfadonho. Acresce ainda que uma dieta rica em sdédio, cuja fonte
principal provém da adicao de NaCl, pode conduzir a que os consumidores tenham uma preferéncia
por alimentos ricos em sddio (Drake et al., 2011). Assim, devido a uma elevada exposicdo ao sédio,
0s consumidores irdo provavelmente notar uma reducdo de 25% em Na na maioria dos produtos;
consequentemente, a industria alimentar tem anunciado reduzir lentamente o sal nos produtos, ao

longo do tempo, com o objetivo de manter a fidelizacdo dos clientes (Drake et al., 2011).

Atualmente, estudos demonstram que diferentes quantidades de sodio poderdo ser removidas de
diferentes produtos alimentares sem que os consumidores notem diferencas na sua palatabilidade,
dependendo de fatores intrinsecos ao alimento como a gordura, viscosidade e sua microestrutura
(Drake et al., 2011). No caso especifico do queijo, a complexidade da matriz proteica parece ajudar a
mascarar reducdes de sodio. Contudo, reduzir o sodio de forma significativa pode custar a indUstria
lactea a fidelizacdo de clientes visto que uma motivacao inerente ao consumo deste produto é o
sabor salgado. Uma reducgdo diminuta de sédio (<18%) no caso particular do queijo ndo seria
necessariamente notada pelo consumidor (Drake et al., 2011). Por outro lado, um aumento na lista de
aditivos na rotulagem devido a substituicdo do NaCl e a adicdo de potenciadores de sabores
contrabalanca as tendéncias de consumo (Cruz et al., 2011; Drake et al., 2011).

1.2 Fabrico de Queijo

A producdo de queijo é uma forma de preservar os nutrientes do leite cru, alimento de alto risco
extremamente perecivel. O processo baseia-se essencialmente na desidratacdo e acidificacdo, no
qual a proteina e a matéria gorda sdo concentradas em 6-12 vezes e o pH reduzido de
aproximadamente de 6,6 no leite fresco para um pH final no queijo de 4,6-5,4 (Cruz et al., 2011).

A producéo da maioria das variedades de queijo engloba a combinacdo de quatro ingredientes: leite,
coagulante, microrganismos e sal, os quais sdo processados através de um ndmero comum de
etapas como a formacédo da coalhada, drenagem do soro, producéo de &cido mediante um processo
de fermentacéo, e salga, seguidas de um periodo de maturagéo (Sousa et al., 2001). O gel formado
pela coagulacéo do leite é cortado e trabalhado de modo a remover 0 soro num processo conhecido
como sinérese, podendo ser ainda submetido a prensagem. As alteracdes que ocorrem durante a
maturacdo, no sabor, aroma e textura de queijos curados sdo determinados pelo processo de
producdo, especialmente pelos niveis de humidade, adicdo de NaCl, pH, atividade do coagulante
residual, tipo de fermentos lacteos e microflora secundaria (Correia et al., 2008; Fox & McSweeney,
2004).

O queijo &, em termos bioguimicos, um produto dindmico que sofre mudancas significativas durante o
periodo de maturacdo. A proteina, a lactose e a gordura sdo metabolizadas pela acdo do coagulante

residual e das enzimas enddgenas do leite, e pela atividade microbiana resultante dos fermentos
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lacteos e microflora secundaria. A protedlise (degradacdo da matriz caseinica a uma gama de
péptidos de dimensdes variadas e aminoéacidos livres) desempenha um papel fundamental na
formacgdo da textura e sabor e aroma dos queijos. Outras reacbes bioquimicas como a lipdlise
(libertacao de &cidos gordos livres), glicolise (metabolismo residual da lactose e citrato) e a formacéo
de compostos volateis sdao também de extrema importancia no desenvolvimento dos compostos

sapidos e aromaticos (McSweeney, 2004).

Os queijos variam na sua composi¢cao no que respeita aos nutrientes constituintes, como proteinas,
lipidos, glucidos, minerais, célcio, fésforo e vitaminas A e B. O queijo € um dos produtos alimentares
mais nutritivos contendo elevados teores de gordura e de proteina. O calcio, que estd normalmente
presente em grandes quantidades no queijo, tem efeitos benéficos no combate a hipertensao,
osteoporose e problemas dentarios. Para além do calcio, outros elementos, tais como péptidos
bioativos, atribuem ao queijo propriedades potencialmente anticancerigenas. Devido a sua riqueza
nutricional, o queijo desempenha um papel importante na alimentacdo de individuos de todas as
idades, sendo reconhecido como um dos melhores produtos alimentares, ndo sé pelo seu valor
nutricional, mas também pela sua vasta variedade de propriedades, sabores e formatos (Cruz et al.,
2011).

1.3 Bioquimica da Maturacédo do Queijo

A maturacdo consiste numa série de processos fisicos, bioquimicos e microbiol4gicos, que ocorre em
todos os queijos, a exce¢do daqueles que sdo consumidos frescos. A maturacdo é feita, na maioria
dos casos, em camaras de cura com controlo da temperatura e dos niveis de humidade. O tempo de
maturacdo varia em funcéo do tipo de queijo, podendo ir de poucas semanas a muitos meses, e €
neste processo que se desenvolvem as caracteristicas organoléticas e de textura, especificas

consoante o queijo (Perry, 2004).

As reacdes bioquimicas que ocorrem no queijo durante a maturagéo estdo geralmente agrupadas em
guatro categorias maioritarias: 1) glicélise da lactose residual e catabolismo do lactacto; 2)
catabolismo do citrato, 0 qual é de extrema relevancia em determinadas variedades; 3) lipélise e
catabolismo dos acidos gordos livres; e 4) protedlise e catabolismo dos aminoacidos (McSweeney,
2004).

1.3.1 Glicolise da Lactose Residual e Catabolismo do Lactato

Os grdos que compfem a coalhada contém teores residuais de lactose, agucar metabolizado
rapidamente a lactato, nos estadios iniciais da maturacdo, que é subsequentemente catabolisado
segundo diversas vias metabolicas. Apesar de crucial para a producdo de queijo, o metabolismo da
lactose a lactato fica praticamente completo no final do fabrico ou durante a fase inicial da cura. A

maior parte da lactose do leite é perdida no esgotamento do soro (deslactosagem), e o remanescente
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fica retido na coalhada onde é rapidamente metabolizado, a posteriori. A acidificacdo, conjuntamente
com a capacidade tampdo da coalhada, influencia o pH, o crescimento da flora microbiana
secundéria e a atividade enzimética na maturacdo. De notar que a inibicdo da producédo de &cido
latico é particularmente subita nas variedades salgadas diretamente na massa (p.ex., Cheddar) onde
a concentracdo de NaCl atinge o equilibrio muito mais rapidamente comparativamente aos queijos

salgados em salmoura (McSweeney & Fox, 2004).

O catabolismo do lactato ocorre provavelmente em todos os queijos e é particularmente importante
em variedades que permitem o desenvolvimento de bolor ou flora microbiana a superficie (p.ex.,
Camembert) e em queijo de tipo Suico. Neste Ultimo, o lactato é catabolizado por Propionibacterium
freudenreichii subsp. shermanii a propionato, acetato, H,O e CO,; 0s primeiros dois produtos
contribuem para o sabor do queijo Suico e o CO, migra através da matriz do queijo em direcdo a
pontos mais debilitados, nos quais sdo formados os olhos caracteristicos. O catabolismo oxidativo do
lactato a acetato, H,O e CO, por Penicillium camemberti a superficie de queijos Camembert e Brie é
de enorme importancia para a sua maturagdo. Assim, o catabolismo do acido latico provoca um
incremento consideravel no pH da superficie destes queijos que se traduz num gradiente de pH da
superficie em direcdo ao interior centro e na migracdo do lactato para a superficie. O metabolismo
oxidativo do lactato é de grande relevancia em queijos curados com auxilio de flora microbiana
superficial (p.ex., Tilsit ou Limburger), nos quais as leveduras, na fase inicial de cura, desacidificam a
superficie permitindo o crescimento de bactérias Gram-positivas caracteristicas (McSweeney & Fox,
2004).

No que concerne a seguranga alimentar, a lactose é uma substancia que quando presente no
alimento pode ser fonte de alergias alimentares ou intoler&ncias no consumidor, pois 0 organismo
humano, por vezes, ndo possui niveis adequados de p-galactosidase, o que resulta numa ma
digestao deste glacido (Serras, 2010; DL 126/2005). Acresce ainda que esté estabelecido que existe
um declinio gradual da atividade da lactase com a idade (Serras, 2010). Apesar de o queijo ser
considerado um produto lacteo pobre em lactose, quando este aglUcar esta presente em
concentragdes minimas detetaveis, no momento da sua comercializagdo, o0 mesmo devera ser
indicado no rétulo designadamente na lista dos ingredientes, tendo em vista a protecdo da saude
publica, de acordo com o ponto 7 do anexo do Decreto-Lei 156 de 7 de agosto de 2008 que altera o
anexo llI-A do Decreto-Lei 126 de 5 de agosto de 2005.

1.3.2 Metabolismo do Citrato

A relativa baixa concentracdo do citrato no leite contradiz a importancia do seu metabolismo em
muitos queijos que sado feitos com fermentos lacteos mesofilos. Aproximadamente 94% do citrato é
hidrossolivel e a sua maioria perde-se no lactossoro, sendo que o restante permanece

presumivelmente na forma de citrato coloidal (McSweeney & Fox, 2004).
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O citrato é metabolizado pelas estirpes de lactococci citrato-positivas (Cit") na presenca de aglcares
fermentesciveis (p.ex., lactose), com a producéo de diacetilo, acetato, acetoina e CO,. O citrato ndo &
metabolizado por bactérias lacticas terméfilas e pela maioria das estirpes de Lc. lactis subsp. lactis ou
Lc. lactis subsp. cremoris. O CO, decorrente do metabolismo do citrato € responsavel pelos olhos
caracteristicos dos queijos de tipo Alemé&o e por defeitos indesejados, como a formacao de bolsas de
gads na massa de certos queijos. O metabolismo do citrato também é muito significativo no
desenvolvimento do sabor e aroma nos queijos Cottage e Quarg devido a formacgdo de diacetilo
(McSweeney & Fox, 2004).

1.3.3 Lipdlise e Metabolismo dos Acidos Gordos

A gordura do leite é essencial para o desenvolvimento do sabor e aroma dos queijos, sendo a lipdlise
um processo bioquimico importante que decorre durante a cura do queijo. Sob a atividade de lipases
microbianas e da lipase lipoproteica endogena do leite, tem lugar a hidrélise enzimatica dos
triacilgliceréis a acidos gordos e glicerol, mono- ou diacilglicer6is (McSweeney & Sousa, 2000). Os
acidos gordos livres tém um impacte direto nas caracteristicas organoléticas de muitas variedades de
gueijo, em particular os acidos que apresentam cadeias constituidas por 4 a 10 carbonos
(McSweeney, 2004). A referir que a atividade lipolitica € mais significativa em queijos de leite cru do
gue queijos de leite pasteurizado, uma vez que as lipases sdo extensamente inativadas por

tratamento térmicos (McSweeney, 2004).

Os acidos gordos livres resultantes da lipdlise sofrem oxidagcdo, sendo precursores necessarios a
sintese de variadissimos componentes, tais como metilcetonas, lactonas, ésteres, alcanos e alcoois
secundarios, que contribuem diretamente para as caracteristicas organoléticas do queijo (Gripon et
al., 1991; Fox & Wallace, 1997; McSweeney & Sousa, 2000).

1.3.4 Proteélise e Catabolismo de Aminoacidos

A protedlise é o fendbmeno bioquimico mais complexo que ocorre durante a maturagédo da maioria dos
gueijos curados. Para além de influenciar a textura do queijo, a protedlise influencia o
desenvolvimento do sabor e aroma via formacédo de péptidos e aminodcidos, os quais contribuem
diretamente para as caracteristicas organoléticas tipicas do queijo. A protedlise pode ser considerada
em duas fases. A protedlise inicial das caseinas, também designada por protedlise primaria, tem
inicio na cuba de coagulacdo e estende-se ao longo da maturacdo, sendo provocada,
fundamentalmente, pelas enzimas do coagulante residual e eventualmente pela plasmina, na qual ha
a producdo de péptidos longos, insollveis em agua, e médios, sollveis em agua, que podem ser
posteriormente degradados (Freitas & Malcata, 2000). Representa a extensdo da desagregacéo da
caseina nativa, sendo estimada por eletroforese (Upadhyay et al., 2004). A protedlise secundaria
ocorre essencialmente durante a maturacéo, pela acdo das proteases e peptidases dos fermentos

lacteos e da flora microbiana lactica e/ou secundéria, e corresponde a degradacéo subsequente dos
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péptidos em péptidos de cadeia curta e aminoacidos livres (Freitas & Malcata, 2000; Upadhyay et al.,
2004). Estes compostos sdo medidos, quantitativamente, por extracdo e subsequente fracionamento
do azoto e andlise das respetivas fracfes azotadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) (Upadhyay et al., 2004). Os compostos anteriormente referidos podem contribuir diretamente
para o sabor e aroma dos queijos ou, em alternativa, podem servir como precursores para a sintese
de compostos organicos de dimensbes reduzidas, associados a sabor e aroma muito intensos
(Upadhyay et al., 2004).

A protedlise contribui para a palatabilidade do queijo mediante a producéo de péptidos e aminoacidos
livres e substancias sapidas, em geral facilmente extraidas para a fracdo aquosa, na qual séo
soluveis. Os péptidos longos nao contribuem diretamente para as caracteristicas organoléticas do
gueijo, mas sdo importantes para o desenvolvimento correto da textura; porém, péptidos de cadeia
longa podem ser hidrolisados por proteases a péptidos mais curtos, 0s quais podem acusar sabor
(Sousa et al., 2001). Adicionalmente aos péptidos, um namero de outros compostos quimicos podem
contribuir para o sabor amargo no queijo, tais como, aminoacidos, aminas, amidas, amidas
substituidas, cetonas de cadeia longa e alguns monogliceridios (Adda et al., 1982). Engels e Visser
(1994) sugeriram que compostos com baixo peso molecular (< 500 Da, ou seja, péptidos curtos,
aminodcidos, acidos gordos livres ou os seus produtos catabodlicos) eram responsaveis pela

palatabilidade basica do queijo.

O amargor nos queijos deve-se frequentemente a formacdo de péptidos hidrofobos, sendo
geralmente considerado como defeito no sabor. Estes péptidos sdo produzidos, fundamentalmente,
pela acdo das enzimas do coagulante e dos fermentos lacticos, sendo o sabor amargo detetado nos
gueijos quando os péptidos hidréfobos atingem concentracdes excessivas, tanto como resultado de
uma sobreproducdo ou como de uma degradacgéo inadequada causada por proteases microbianas.
Determinadas sequéncias nas caseinas sao hidréfobas e, quando sujeitas a excisdo por enzimas
proteoliticas, podem dar origem a sabores amargos. Péptidos amargos da caseina o Sao
predominantemente das regides dos residuos de 14-34, 91-101 e 143-151, enquanto péptidos
amargos resultantes da hidrélise da caseina £ sdo maioritariamente da regido dos residuos
compreendidos entre 46-90 (Sousa et al., 2001). Os queijos com baixos teores de gordura
apresentam maior propenséo para desenvolver o carater amargo, talvez porque, nos queijos gordos,
0s péptidos amargos hidréfobos provavelmente sdo menos detetaveis por se localizarem na fase
lipidica. De notar que fatores como o pH e sal podem reduzir 0 amargor no queijo, uma vez que
podem inibir a atividade do coagulante e das proteases e peptidases microbianas (Sousa et al.,
2001).

Os produtos finais da protedlise, os aminoacidos, contribuem diretamente para o sabor do queijo visto
gue alguns aminoacidos tém sabor doce (Gly, Ser, Thr, Ala, Pro), acido (His, Glu, Asp) ou amargo
(Arg, Met, Val, Leu, Phe, Tyr, lle, Trp); a sua concentracdo depende da variedade do queijo e resulta
da libertacdo de aminodcidos das caseinas por protedlise e do seu catabolismo ou transformacao
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noutros aminoacidos pela flora microbiana presente no queijo produzindo muitos compostos volateis

importantes no sabor e aroma dos queijos (McSweeney, 2004).

O catabolismo dos aminoacidos parece dar-se segundo duas vias metabdlicas (Figura 1.1): por

reacbes de transaminacdo e por reacdes de eliminacdo. As aminotransferases catalisam a
transferéncia do grupo a-amino de um amino4cido para um q-ceto acido (usualmente o

cetoglutarato) com a producdo do aminoacido correspondente e um a-ceto acido correspondente ao
substrato do aminoacido. A segunda via metabdlica que é iniciada por reacdes de eliminacao é
particularmente importante na producdo de compostos sulfurados volateis da cadeia lateral de

metionina. Adicionalmente, as descarboxilases removem o grupo carboxilico dos aminoacidos para
produzir aminas. As descarboxilases podem também atuar com a-ceto acidos para produzir aldeidos,
0s quais podem ser oxidados a acidos carboxilicos ou reduzidos a alcoois primarios. O grupo o-
amino dos aminoacidos pode ser removido pela acdo das desaminases, com a formacao de acido

carboxilico e amonia. Adicionalmente, as cadeias laterais de aminoacidos podem ser degradadas

pela acdo de varias aminoliases (McSweeney, 2004).

Coagulante
Caseina J . »Péptidos longos e médios
Plasmina

Proteases (Fermentos lacticos)

v
Péptidos curtos

Peptidases (Fermentos lacticos e
} flora microbiana lactica)
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Péptidos curtos +

NH

Descarboyilases
\iCOZ
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[9/ \@
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carboxilico  primario
Figura 1.1 — Protedlise e catabolismo dos aminoacidos ao longo da maturagcdo do queijo

(McSweeney, 2004).
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1.3.4.1 Métodos de Monitorizacdo de Protedlise em Queijo

Tém sido desenvolvidas técnicas analiticas para a avaliagao da protedlise no queijo. Estes métodos
podem ser classificados em métodos ndo-especificos e especificos. Os métodos ndo-especificos, 0s
guais fornecem informacao sobre a extensdo da protedlise e a atividade dos agentes proteaoliticos,
incluem a determinacdo do azoto soluvel em (ou extraido por) varios solventes proteicos ou

precipitantes, pelo método Kjeldahl (Upadhyay et al., 2004).

1.3.4.1.1 Extracdo em Agua

A fracdo solavel em agua (WSN) é uma mistura complexa de péptidos longos, médios e curtos e
aminodcidos, resultantes da acao proteolitica das enzimas coagulantes do leite, proteases enddgenas
do leite, fermentos lacticos, e flora microbiana secundaria ou adventicia. A WSN expressa como
percentagem do azoto total (TN) aumenta ao longo da cura e corresponde ao coeficiente de
maturacdo, sendo definida por muitos autores como a extensao da proteélise. O método de Kuchroo
& Fox (1982) é o mais usado e corresponde a um rendimento de extracdo de 70% do azoto sollvel;
podem ser alcancados rendimentos mais elevados por repeticdo do procedimento no precipitado
respetivo (Rank, 1985).

De um modo geral, faz-se primeiro a extracdo em agua, pelo que posteriormente se procede ao
fracionamento do extrato aquoso por recurso a solventes com um maior carater 4cido (precipitantes
de proteinas), como o &cido tricloroacético e o acido fosfotingstico, para maior selecdo de péptidos e
aminoacidos (Rank, 1985; Upadhyay et al., 2004).

Outros procedimentos de extracdo priméria incluem a extragdo em cloroférmio/metanol, que visa
selecionar também os péptidos hidrossoltveis mais hidréfobos do queijo, e a extracdo em 5% de
cloreto de sodio que pode extrair mais compostos azotados do gue as duas extra¢des supra referidas
(Rank, 1985).

1.3.4.1.2 Fracionamento da Frag&o SolGvel em Agua

1.3.4.1.2.1 Fracao Soluvel a pH 4,6

Um dos procedimentos de combinagéo extra¢do-fracionamento mais comuns € a homogeneizacéo de
gueijo ralado em tampéo de acetato de sédio pH 4,6. Tipicamente, este procedimento de extracdo é
utilizado para isolar péptidos médios e curtos. Contudo, outros componentes no queijo, como
proteinas do soro e aminoacidos, sdo soluveis neste tampéo (Rank, 1985). De notar que caseinas y
precipitam a pH 4,6 (Rank, 1985). Foi verificado que 95% dos compostos azotados presentes no
primeiro extrato aquoso do queijo permaneciam solUveis quando acidificados a pH 4,6 com HCI
(Rank, 1985).
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1.3.4.1.2.2 Fracionamento com 2 a 12% de Acido Tricloroacético

A precipitacao de diversos compostos azotados em solugao por acido tricloroacético (TCA) tem sido
um método classico. Foi demonstrado que 2% TCA removia fundamentalmente péptidos longos mas
12% TCA removia alguns péptidos longos, alguns péptidos curtos e aminoéacidos. A concentracéo de
azoto soluvel em 12% TCA aumenta ao longo da maturacdo, o que demonstra que a fracéo soldvel
em TCA contém os péptidos produzidos pelas enzimas do coagulante, assim como pela flora
microbiana presente (Rank, 1985). Esta fracdo corresponde ao azoto ndo proteico (Alvarenga, 2008).

Poder-se-a optar pelo fracionamento em 70% etanol, que € analoga a fracao 12% TCA, apesar de o

etanol precipitar mais proteina a partir do extrato aquoso (Rank, 1985).

1.3.4.1.2.3 Fracionamento com 5% Acido Fosfotingstico

O fracionamento com 5% acido fosfotingstico (PTA) é o método mais seletivo, constituindo esta
fracdo apenas aminoacidos e péptidos com um peso molecular ndo superior a 600 Da (Rank, 1985).
Esta fracdo corresponde ao azoto aminoacidico uma vez que o azoto sollvel neste precipitante é
uma medida do conjunto de aminodcidos, os quais podem ser quantificados e identificados
(McSweeney & Fox, 1997). Foi reportado que apenas 1,5 e 3% do azoto total em queijos com 1 e 3

meses de cura eram sollveis nesta fracdo (Rank, 1985).

As duas ultimas fracGes supra mencionadas representam a extensdo da protedlise secundéaria ou o
grau de profundidade da protedlise, ou seja, até que ponto as proteinas e os péptidos estdo a ser
degradados em péptidos médios e curtos e aminoacidos livres, indicando se o processo de
maturacdo foi conseguido totalmente ou ndo. Deste modo, estas frag6es sdo boas indicadoras de
atividade das proteases e das peptidases microbianas, uma vez que os valores destas fragfes, no
final da cura, ndo dependem do tipo de agente coagulante usado (Pintado et al., 2008).

1.3.4.1.3 Formacao de Grupos Reativos

Outras técnicas inespecificas utilizadas para quantificar a protedlise baseiam-se na clivagem da
ligacdo peptidica, a qual resulta na formacdo de grupo amino que pode reagir com diversos
reagentes, como o &cido 2,4,6-trinitrobenzenossulfénico ou ninidrina ou o-ftaldeido, para a formacao

de croméforos na detecdo de aminoacidos livres totais por espetrofotometria (Upadhyay et al., 2004).
1.3.4.1.4 Métodos Especificos: Eletroforese e RP-HPLC
Os métodos ndo-especificos ddo uma ideia geral da protedlise, contudo ndo déo informagédo acerca

dos péptidos especificos produzidos ou degradados durante a maturacéo. Técnicas especificas para

separacdo de componentes solUveis, nomeadamente eletroforese e cromatografia, tém sido
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ferramentas muito Uteis para resolver, isolar e identificar os péptidos individuais e aminoacidos livres
gue sdo produzidos durante a maturagdo do queijo (Rank, 1985; Upadhyay et al., 2004).

A eletroforese em gel de poliacrilamida, usando ureia como agente desnaturante (Ureia-PAGE), é
uma ferramenta poderosa na monitorizacdo da protedlise primaria, definida como aquelas alteraces
nas caseinas a, e y, péptidos, e outros bandas menores, bem como para comparagdo dos padrbes
de hidrdlise da caseina em queijos manufaturados com leite de diferentes espécies (Upadhyay et al.,
2004).

No que concerne a técnicas cromatograficas, a mais utilizada é cromatografia liquida de fase reversa
de alta eficiéncia a RP-HPLC para caracterizar péptidos em hidrolisados de caseina, sendo esta
técnica muito valiosa para resolver péptidos curtos em fracdes de queijo, quando hifenada a
Espetrometria de Massa. Tém sido estudadas as fracdes azotadas WSN, pH 4,6 e extratos insolUveis
(McSweeney & Fox, 1997).

Também, a eletroforese capilar (EC) é vista como uma técnica excelente para resolver caseinas e
péptidos provenientes das mesmas, bem como proteinas do soro lacteo. O perfil de péptidos obtido

por eletroforese capilar complementa a informacé&o obtida por RP-HPLC (McSweeney & Fox, 1997).

1.4 Seguranca Microbiolégica

Os microrganismos patogénicos mais documentados presentes nos gueijos, inclusive segundo dados
epidemioldgicos disponiveis, sdo: Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Salmonella spp. e
Escherichia coli O157:H7. A presenca destas bactérias patogénicas em queijos fabricados com leite
cru ou queijos industriais, de leite pasteurizado, que sdo recontaminados pos-pasteurizacdo causam
um grave perigo a salde publica devido ao aumento do nimero de casos de surto e pela severidade
dos seus sintomas (Kousta et al., 2009). Contudo, os derivados lacteos, nomeadamente, o queijo,
tém sido reportados como produtos notavelmente seguros, do ponto de vista sanitario. De notar que,
de acordo com os dados disponiveis, hunca foi demonstrado que queijos feitos a partir de leite cru
fossem menos seguros comparativamente aos que sao feitos a partir de leite pasteurizado (Beuvier &
Buchin, 2004).

A maior parte destes microrganismos capazes de se multiplicar e sobreviver nos queijos e que pelo
seu consumo podem provocar intoxicagdes ou toxinfeccdes nos humanos, estdo catalogados,
havendo inclusive limites legais estabelecidos para a sua presenca (Regulamento comunitario n.°
2073/2005 de 15 de novembro alterado pelo 1441/2007 de 5 de dezembro). No caso de se detetarem
lotes com limites superiores aos determinados legalmente, estes deverdo ser retirados do mercado
(Tabelas 1.1 e 1.2).
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Tabela 1.1: Critérios obrigatérios de seguranca.

Microrganismo / Toxinas Regulamento
Listeria monocytogenes Auséncia em 25 g, n=5, c=0
Salmonella spp. Auséncia em 1g, n=10, c=0
Enterotoxinas estafilocécicas N&o detetadas em 25¢g, n=5, c=0

Tabela 1.2: Critérios analiticos — germes indicadores de falta de higiene.

Microrganismo Produto Regulamento (por g)
n=5.
Queijo com leite cru m=10 000.
M=100 000.
c=2.
.. . n=5.
Estafilococos coagulase Queijo com leite tratado m=100.

positivos termlcamente. e com leite M=1000.
pasteurizado
c=2
n=5.
m=10.
M=100.
c=2

Queijos frescos

Tabela 1.2 (continuacao): Critérios analiticos — germes indicadores de falta de higiene.

n=5.
o . Queijo com leite tratado m=100.
Escherichia coli termicamente M=1000.
c=2

Em que os parametros n, m, M e ¢ sdo definidos do seguinte modo:

n: nimero de unidades que compdem a amostra;

m: valor limiar do nimero de bactérias; o resultado é considerado satisfatorio se todas as unidades da amostra
apresentarem um numero de bactérias igual ou inferior a m;

M: valor limite do nimero de bactérias; se uma ou varias unidades da amostra apresentarem um nimero de
bactérias igual ou superior a M, o resultado é considerado ndo satisfatorio;

c: nimero de unidades da amostra cujo nimero de bactérias se pode situar entre m e M, sendo a amostra
considerada aceitavel se as outras unidades apresentarem um nimero de bactérias igual ou inferior a m.

O crescimento de patogénicos nos queijos depende da variedade do queijo e da tecnologia utilizada
no seu fabrico. Esta comprovado que os patogénicos, como a maior parte dos microrganismos, se
desenvolvem mais facilmente em queijos que possuem humidade e pH elevados e baixo teor em sal,
do que em queijos feitos com massa cozida, de cura prolongada. A ocorréncia de bactérias
patogénicas tem sido relatada em alguns queijos de pasta mole (com humidade e pH elevados) feitos
a partir de leite cru, em particular, S. aureus, apesar do risco de producdo da sua enterotoxina, em
queijos, ser muito baixo. De notar que a ocorréncia de L. monocytogenes ndo € somente um
problema de queijos feitos com leite cru. Alias, este microrganismo apresenta maior incidéncia em
gueijos feitos a partir de leite pasteurizado, nos quais estdo envolvidas pds-contaminacdes

decorrentes do contacto com superficies e equipamentos (Beuvier & Buchin, 2004).
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E dado adquirido que E. coli e Salmonella spp. sdo eliminadas lentamente durante a maturacdo de
queijos duros, sendo que para estes produtos € utilizado um tempo minimo de cura como requisito do
sistema de seguranca alimentar baseado no método do HACCP. Alias, a legislacao americana imp&e
gue todos os queijos importados que sejam fabricados a partir de leite cru tenham uma maturacdo
minima de 60 dias, para que os patogénicos E. coli e Salmonella sejam presumidos como ausentes
antes do seu consumo (Beuvier & Buchin, 2004). A regulamentacdo europeia exige também um
tempo de cura minimo de 60 dias para queijo fabricado a partir de leite cru, com excec¢fes abertas
para as DOP registadas, para as quais existe, no entanto, um conjunto de exigéncias de garantia
sanitaria referentes aos efetivos produtores de leite ou as regiées de producdo, no que se refere a
zoonoses (Decreto-lei n.° 193/2004 de 17 de agosto; Portaria n.° 861/84 de 15 de novembro;

Regulamento comunitario n.° 1662/2006 de 6 de novembro).

De referir que o leite cru ou leite mal pasteurizado ou derivados lacteos, como o queijo, tém sido
implicados na transmissdo de toxinfec6es a humanos devido a presenca de Yersinia enterocolitica,
microrganismo psicrotrofico patogénico pertencente a familia das Enterobacteriaceae (Yucel &
Ulusoy, 2006). Um estudo realizado por Yucel & Ulusoy (2006) indicou que este microrganismo é
isolado com maior probabilidade a partir de alimentos com elevados niveis de coliformes. Estes
ultimos sdo contaminantes muito frequentes em leites crus, sendo destruidos pela pasteurizacao.
Contudo, aparecem facilmente nos queijos devido a pos-contaminacdes no decurso do processo de
fabrico, indicando a falta de uma higiene pessoal adequada na manipulacdo e falhas na higiene das
instalacbes e equipamentos, no caso da contaminacdo advir do processamento. Quando assim
sucede, a recontaminac¢do por coliformes pode provocar o inchamento opado e uma mé estrutura da

massa em queijos (Perry, 2004).

1.5 Salga do Queijo

A salga é um passo essencial na produgcdo de queijo. O sal (NaCl) é utilizado como conservante
alimentar no queijo por contribuir para o controlo do crescimento e atividade microbiana, mediante o
decréscimo da atividade da agua que conduz a minimizacdo da esporulacdo e prevencdo do
desenvolvimento de patogénicos no alimento. Adicionalmente, influencia acentuadamente a
velocidade e a intensidade da maturacéo através do controlo de diversas atividades enzimaticas no
queijo, de efeitos especificos na sinérese dos grdos da coalhada e na reducdo concomitante dos
niveis de humidade e nas altera¢bes que imprime na estrutura da rede proteica, sendo que estas
tltimas influenciam a textura, a solubilidade proteica e provavelmente a sua conformacéo. A terceira
caracteristica fundamental do uso de cloreto de sddio é a sua contribui¢cdo direta no sabor, uma vez
gue ajuda a mascarar sabores indesejaveis de baixa intensidade. Contribui também para o inicio da
formacéo da crosta do queijo. E pratica comum, na industria queijeira, adicionar o sal nos gréos da
coalhada ou no queijo no momento em que este atinge uma acidificacdo adequada promovida pelos
fermentos lacteos, ao invés da salga no leite, uma vez que a salga antes da adicdo do coalho

compromete, em muito, a formagdo do codgulo e a sinérese da coalhada, por afetar a atividade
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enzimatica e a qualidade das ligacdes micelares responsaveis pela coagulacdo, e por inibicdo das
bactérias do acido l4ctico inicialmente adicionadas (Guinee & Fox, 2004).

No que concerne aos tipos de salga, existem quatro métodos. Sao eles: no leite, na massa, a seco e
em salmoura. A excec¢éo do primeiro método, temos como pré-requisito comum para a absorcéo de

sal pelo queijo a existéncia de um gradiente de sal na fase aquosa entre o queijo e o meio da salga.
1.5.1 Tipos de Salga

NO LEITE: Este tipo de salga € utilizado parcialmente nos queijos Ricotta e Domiati, onde em geral
ndo se ultrapassa c. 2% de sal sobre o volume de leite, para ndo comprometer a for¢a do coalho, e
na sua totalidade (15 a 25 g.L™ leite) no queijo de ovelha tradicional de Azeitdo (DOP), no qual é
usado o cardo como agente coagulante. Apresenta a vantagem da obtencdo de uma boa distribuicéo
de sal no queijo, porém, a perda de sal no soro é extremamente elevada. Como desvantagens,
temos: o aumento do tempo de coagulagcédo devido a uma inibicdo parcial das enzimas do coalho; o
aumento da hidratacdo das proteinas, que retém mais soro no queijo; uma maior fragilidade da
coalhada; e o aumento do tempo de agitacdo e corte da massa, uma vez que a saida de soro da

massa do queijo é dificultada (Guinee & Fox, 2004).

NA MASSA.: Este tipo de salga é realizada antes do encinchamento por adi¢do direta e mistura do sal
seco razoavelmente distribuido nos gréos da coalhada por reducédo da sua dimensdao, fator que se
traduz no aumento da retencdo do sal. A quantidade de sal adicionada varia em funcdo do teor
desejado no produto final, tendo em conta que em queijos mais humidos existe perda de sal no
decurso do esgotamento do soro. Este método é utilizado em queijos Cheddar, Cottage, etc. (Guinee
& Fox, 2004); no caso particular do queijo de S&o Joao do Pico sédo adicionados c. 4 kg de sal para
1000 litros de leite trabalhado, obtendo-se, em média, 2,0% de sal expresso em cloretos, no produto
final.

Quando a salga é distribuida sobre a superficie da coalhada ou grdos da coalhada, algum NaCl
dissolve-se na agua da superficie e difunde-se lentamente para o interior do grdo a partir de muitas
superficies, em simultaneo. E gerado um movimento de difuséo contracorrente do soro a sair do gréo
da coalhada para a superficie, o qual dissolve os cristais de sal restantes e, de facto, cria-se uma
solugéo de salmoura sobressaturada a volta de cada particula, fazendo com que a mistura da massa

da coalhada com o sal seja apropriada (Guinee & Fox, 2004).

Neste tipo de salga, o tempo requerido para a absor¢cao de uma quantidade adequada de sal na salga
na massa (10-20 min) é menor, comparativamente a salga por imersdo de queijos inteiros em

salmoura (0,5 a 5 ou mais dias, dependendo das dimensdes) (Guinee & Fox, 2004).
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A SECO: E realizada por aplicacdo de cristais de sal & superficie de queijos enformados, tendo
aplicagdo em queijos azuis. Neste caso, o queijo enformado pode ser visualizado como um bloco de
coalhada, que por sua vez, pode ser visto como uma particula muito grande, sendo que uma solucéo
de sal seco na camada de humidade a superficie € um pré-requisito para a absorcao de sal neste
método. O movimento de difusdo contracorrente de humidade, a partir do interior de queijo para
exterior, cria uma camada de salmoura sobressaturada a superficie do queijo que provoca a migracao
do sal para o interior. Devido ao facto da superficie estar em contacto com uma salmoura
concentrada durante um grande periodo de tempo (varios dias), ha uma perda de humidade
relativamente elevada da superficie e subsequentemente uma reducao da mobilidade do sal para o
interior do queijo, o que leva com que a velocidade de absorcdo de sal por este método seja menor
do que a salga em salmoura, sendo que a consecucdo do equilibrio de sal e humidade na fase
aquosa de toda a massa do queijo apés o0 momento da salga apresenta uma probabilidade quase
nula de ser atingido, devido a existéncia de enormes gradientes de concentracdo entre diferentes

regides no queijo (adaptado de Guinee & Fox, 2004).

Este tipo de salga, em queijo desenformado, € muito habitual em queijos tradicionais portugueses,

como por exemplo, o queijo Serra da Estrela DOP.

SALMOURA: A salmoura trata-se de uma solucdo salina de cloreto de s6dio com uma composicao
tipica de, por exemplo, 18-22% NaCl (m/m) e 0,5% CacCl, (m/m), sendo caracterizada por pH entre
5,2 e 5,3. Deste modo, 0s queijos ficam imersos na solucdo de salmoura até adquirirem a quantidade
de sal necessaria e um grau 6timo de dissolucdo da para-caseina (Guinee & Fox, 2004; Perry, 2004).
Este tipo de salga é mais aplicado em queijos semiduros como Edam, Gouda, Provolone, Saint
Paulin, entre outros (Guinee & Fox, 2004).

Uma vez o queijo colocado em salmoura da-se a difusdo das moléculas de NaCl, dissociada nos seus
ides Na* e CI', da salmoura para o queijo como consequéncia da diferenca de pressio osmotica entre
a humidade do queijo e a salmoura. O soro, conjuntamente com outras substancias dissolvidas
(lactose, lactato, fosfato de calcio, proteinas, péptidos soliveis e minerais), difunde-se através da
matriz do queijo para a salmoura de modo a restaurar o equilibrio da pressao osmética. Neste tipo de
salga, o queijo perde agua, resultando na perda de peso liquido do produto (Guinee & Fox, 2004). No
inicio do processo, a superficie do queijo fica mais concentrada em sal que o seu interior, sendo que,
posteriormente, o sal difunde-se lentamente pela matriz para a regido do interior, menos concentrada
neste soluto. Também, durante o processo da salga, ocorre um aumento da hidratacdo da caseina
com NaCl que pode ser atribuido & ligagéo da caseina ao Na*, em substituicdo do célcio ou fosfato de
calcio da para-caseina. De facto, a adicdo do NaCl parece gerar um efeito de permuta idnica sédio-
calcio com a para-caseina, que se traduz numa massa mais macia (Guinee & Fox, 2004; Perry,
2004). Este efeito é dependente do pH da salmoura. Assim, para pH inferior a 5,0, havera um maior
nimero de protdes (H") ligados & molécula de para-caseina comparativamente a ides Ca** e,

consequentemente havera uma incorporacéo insuficiente de ides Na', resultando em queijos duros e
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de massa quebradica. O inverso, em que o pH da salmoura é superior a 5,8, resulta em queijos extra
macios devido & incorporacéo excessiva de iGes Na“ na molécula para-caseina relativamente a ides

Ca’*, os quais também se encontram em excesso (Perry, 2004).

A semelhanca do método anterior, este tipo de salga apresenta a desvantagem de o equilibrio de sal
e humidade ser lento ou raramente atingido, devido ao enorme gradiente de sal na superficie para a

regido do interior centro do queijo (Guinee & Fox, 2004).
1.6 Fungdes do Sal nos Queijos
1.6.1 Aspetos Microbioldgicos

Adicionalmente ao pH, a, e teor em acido lactico, o sal é um fator que garante a qualidade dos
gueijos tradicionais. O sal € 0 agente determinante principal da atividade da agua num produto e,
consequentemente exerce controlo sobre o crescimento microbiano, a atividade enzimatica e
alteracOes bioquimicas durante a etapa da cura. Neste contexto, o sal inativa os microrganismos néo
apenas por reducédo da atividade da agua, mas também por perturbacdo na transferéncia de massa e
libertacdo de proteases e peptidases para o meio extracelular através da lise das células microbianas,
porguanto o sal aumenta a pressdo osmotica na fase aquosa do alimento, provocando a desidratacéo
da bactéria, que origina a sua destruicdo ou previne o0 seu crescimento e proliferacdo (Guinee & Fox,
2004).

No queijo, os solutos envolvidos sdo sais solUveis, lactato, péptidos de baixo peso molecular,
aminoacidos livres e proteinas séricas (Guinee & Fox, 2004). Nos queijos frescos, a atividade da
agua é determinada pela elevada concentracdo de NaCl na fase aquosa. Por outro lado, em gueijo
curado, os péptidos de baixo peso molecular e aminoacidos livres sdo responsaveis por reduzir a
atividade da agua. Juntamente com o pH adequado, atividade da &gua e potencial redox, o sal tem
mais influéncia na microbiologia dos queijos, inibindo o crescimento de patogénicos e controlando a
populagdo microbiana. Outra funcdo importante do sal no queijo é o seu impacte na velocidade de
fermentacdo da lactose (Cruz et al., 2011).

1.6.2 Efeitos da Desestabilizacdo da Caseina

As proteinas do queijo ndo interagem apenas entre si, mas também com a agua, gordura e o sal.
Sugere-se que a extensdo de hidratagdo da proteina podera influenciar a estrutura, a estabilidade
fisico-quimica e as propriedades fisicas do queijo, o que pode comprometer diretamente a reologia e
a textura do produto (Cruz et al., 2011).

O sal, o pH e o teor de célcio exercem influéncia direta na hidratacdo ou agregacao da para-caseina,
0 que por sua vez, afeta a capacidade de hidratagdo da matriz do produto e a sua tendéncia para a
sinérese (Guinne, 2004). Foi observado que a hidratagdo da caseina era influenciada pelo pH,
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concentracao de sodio e o uso de agente coagulante. Valores maximos de hidratacdo da caseina
foram observados por Creamer (1985) a pH 5,2, sendo que quando o pH foi reduzido ap6s a adi¢ao
de agente coagulante, ndo foi observado um decréscimo na hidratacdo da caseina. Tal facto é
possivel devido a substituicdo do célcio ou fosfato de célcio por sddio na micela da caseina, com o
aumento simultdneo no nimero de grupos iénicos e matriz do produto. A adi¢cao de cloreto de sédio
altera o comportamento da caseina, diminuindo o pH, o que sugere a interacdo do sodio com a

caseina, resultando na libertagdo de protdes (Creamer, 1985).

A redugdo na concentracdo de sal decresce, significativamente, a solubilidade das proteinas, devido
a alteracdo da forca ibnica no ambiente da matriz (Cruz et al., 2011).

1.6.3 Regulacao da Atividade Enzimatica

O sal influencia a velocidade da proteolise no queijo por maodificacdo do estado de agregacao das
moléculas-substrato, afetando e controlando o crescimento dos fermentos lacteos e microflora

secundaria e afetando diretamente a atividade das enzimas envolvidas (Katsiari et al., 2000).

1.6.3.1 Enzimas do Coagulante

A quimosina, uma protease aspartica de origem gastrica, € a principal protease do coalho animal
tradicional de vitelo usada em queijaria para coagular o leite. O principal papel da quimosina na
producdo de queijo € a clivagem da ligacdo fenilalanina (105)-meteonina (106) da micela
estabilizadora da caseina, a caseina k, tendo como resultado a destruicdo da estabilidade coloidal
das micelas, conduzindo a formacdo de gel (gelificacdo) a temperaturas superiores a 20°C (Fox,
1989; Upadhyay et al., 2004). A maioria do coalho adicionado ao leite € removido no esgotamento do
soro, contudo, alguma € retida nos grdos da coalhada e desempenha um papel fundamental na
protedlise inicial das caseinas em muitas variedades de queijo (Upadhyay et al., 2004).

Concentracgfes elevadas de NaCl inibem a hidrélise da caseina k (Fox, 1989).

Em todas as variedades de queijos feitos com coalho como agente coagulante, a caseina as; € 0

substrato principal para a protedlise. A primeira liga¢do na caseina as; clivada pela quimosina é Phe
(23)-Phe (24) ou Phe (24)-Val (25). Julga-se que a clivagem desta ligacdo € responsavel para o
amaciamento inicial da pasta do queijo durante os primeiros estadios de maturac¢do, sendo que o
péptido curto og;-l (a1-CN f24/25-199) é hidrolisado rapidamente pelas proteases dos fermentos
lacteos (Grappin, 1985; Fox, 1989; Upadhyay et al., 2004).

A hidrélise da caseina o por enzimas do coagulante € muito influenciada pela concentragédo de
NaCl, sendo a decomposicao retardada a niveis muito baixos de sal. A atividade proteolitica da
qguimosina € estimulada por aumento das concentracdes de NaCl até cerca de 6% (m/m) e inibida a

niveis mais elevados, mas a protedlise, apesar de condicionada, ocorre até 20% NaCl (m/m) (Guinee
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& Fox, 2004). O efeito da concentracdo de sal foi demonstrado pela estabilizagdo de um gradiente de
sal no queijo Cheddar. Apds 1 més de cura a 10°C, a caseina as; foi quase totalmente degradada a
4% de sal na fase aquosa, enquanto 40% de caseina «s; foi hidrolisada a 8% de sal na fase aquosa.

A relacdo entre teor de sal na fase aquosa e a protedlise foi linear entre estes dois extremos
(Grappin, 1985).
A caseina o, € resistente a protedlise pela quimosina e apesar da para-caseina k apresentar

diversas posicdes disponiveis para hidrélise, esta ndo é hidrolisada durante a maturagado, ficando
retida nos graos da coalhada (Grappin, 1985; Upadhyay et al., 2004).

A acdo proteolitica da quimosina sob a caseina £ é muito reduzida. O NaCl inibe a hidrélise da
caseina f, fortemente a 5% NaCl e completamente a 10% NaCl (Fox, 1989; Upadhyay et al., 2004). O

efeito inibitério do sal na protedlise da caseina £ no queijo Cheddar parece ser particularmente
importante para reducdo do sabor amargo, cuja ocorréncia € significativamente aumentada em baixas
concentractes de sal (4,9%) (Cruz et al., 2011). Sais como o cloreto de potéassio, KCI, e cloreto de
célcio, CaCl,, sdo tdo eficazes como o NaCl na inibicdo da protedlise da caseina S (Guinee & Fox,
2004).

1.6.3.2 Plasmina

O leite contém um ndmero de proteases enddgenas, das quais a plasmina € considerada a mais
importante no que concerne a maturacao de queijos, nomeadamente em queijos de pasta filante e de
massa cozida e em queijos em que o pH aumenta ao longo da cura. E uma enzima termoestavel,
apresentando um pH e uma temperatura 6timos de ~7,5 e 37°C, respetivamente. A caseina £ possui
15-17 ligacdes potencialmente suscetiveis a plasmina, contudo, apenas trés sdo hidrolisadas, Lys
(28)-Lys (29), Lys (105)-His (106) e Lys (107)-Glu (108), produzindo as caseinas y (29-209), y. (106-
209) e 5 (108-208) e fragbes designadas por proteose peptonas (Upadhyay et al., 2004). Esta
protease alcalina do leite continua ativa na presenca de elevados niveis de sal (8%), desde que o pH
seja suficientemente alto (p.ex., 6,3), 0 que sugere que a influéncia do pH na atividade da plasmina
tem maior relevancia comparativamente aos niveis de sal que poderdo estar presentes no queijo
(Grappin, 1985).

A caseina a5, também é um bom substrato para a plasmina. Porém, os péptidos resultantes, apesar

de provéaveis pelo decréscimo do teor da caseina as, ao longo da maturacdo, ainda nao foram

identificados em produtos lacteos (Upadhyay et al., 2004). De referir que a degradacdo da caseina

Qs em queijos Cheddar e Suico foi relacionada com o teor de plasmina no queijo (Grappin, 1985).
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A caseina as; € menos suscetivel a hidrélise pela plasmina comparativamente a caseina S, podendo

a caseina A ser um dos produtos (Fox, 1989; Upadhyay et al., 2004). A caseina k é resistente a acédo

proteolitica da plasmina (Upadhyay et al., 2004).

1.6.3.3 Flora microbiana

Apesar das principais componentes do sistema proteolitico das bactérias lacticas que compdem os
fermentos serem proteases, responsaveis pela degradacdo das caseinas em oligopéptidos, as
peptidases catalisam a hidrolise de péptidos a aminoacidos. Enquanto que o papel de algumas
peptidases, nomeadamente as endopeptidases, € a degradacdo de oligopéptidos, produzidos
anteriormente pela agcdo da quimosina na caseina as; ou pela agdo da plasmina na caseina f a
péptidos curtos, a funcdo das exopeptidases € libertar um ou dois aminoacidos de cada vez dos
péptidos curtos, uma vez que clivam na extremidade N-terminal (Fox, 1989; Upadhyay et al., 2004).

Em muitas variedades de queijo, é adicionada deliberadamente ou incentivado o crescimento de flora
microbiana secundaria. A titulo de exemplo, tém sido adicionadas estirpes de Lactobacillus a Cheddar
com o objectivo de melhorar o sabor e acelerar a maturacdo. Estas bactérias possuem sistemas
proteoliticos (proteases e peptidases) similares aos de outras bactérias lacticas. Brevibacterium linens
segrega uma protease extracelular e uma aminopeptidase, e possui um nimero de peptidases
intracelulares que contribuem para a protedlise de queijos curados com auxilio de flora microbiana
superficial. Penicillium roqueforti e Penicillum caseicolum produzem proteases aspérticas e
metaloproteases acidas e neutras e diversas peptidases, as quais contribuem para a extensdo da
protedlise em queijos azuis (Grappin, 1985; Fox, 1989; Upadhyay et al., 2004). P. camembert segrega

proteases asparticas e metaloproteases que contribuem para a proteélise dos queijos Camembert e
Brie. A protease de aspartilo de P. camemberti hidrolisa a caseina as; mais rapidamente do que as
caseinas S ou k. As proteases acidas de P. camemberti e P. roqueforti tem ag&o similar na caseina
e hidrolisam as ligagfes Lys (97)-Val (98), Lys (99)-Glu (100) e Lys (29)-lle (30) a uma velocidade

superior relativamente a outras ligagfes na caseina f (Upadhyay et al., 2004).

Como ja foi referido (1.6.1), o sal afeta e controla o crescimento dos fermentos lacticos e flora
microbiana secundaria, afetando diretamente a atividade das enzimas envolvidas (Katsiari et al.,
2000).

1.6.4 Efeitos nas Propriedades Fisicas do Queijo

O NacCl exerce uma influéncia significativa nas propriedades fisicas do queijo, nomeadamente na sua
reologia e textura. Isto pode ser facilimente observado por comparacdo com as caracteristicas
sensoriais no queijo isento de sal com o queijo controlo. O queijo salgado apresenta uma textura mais

firme, enquanto o queijo isento de sal possui uma consisténcia mais amolecida e cremosa. Em
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contrapartida, elevadas concentragbes de sal resultam num queijo mais duro e quebradico, tendo
este fendmeno sido observado nos queijos como “Gaziantep”, “Domiati” e “Feta” (Guinee & Fox,
2004). Euston et al. (2002) demonstraram um efeito interativo entre os niveis de sal e o pH na
microestrutura e reologia de queijo magro. Quando foi aumentado o teor de NaCl de 1,5 para 3,5% a
pH 4,6, verificou-se um incremento no grau de dilatacdo da rede proteica (indicando um aumento nos
niveis de hidratacdo), que reduziu a elasticidade do queijo, tornando-o0 mais quebradico. Foi também
observada a influéncia do sal nas propriedades fisicas de queijo tipo “Munster”. Este queijo é
originalmente isento de sal e foi submetido a inje¢cdes de salmoura (20% de s6dio) até concentracdes
de 2,7%. Verificou-se em concentracdes de sal ndo superiores a 0,5% um aumento na dureza e na
viscosidade. Em concentracdes de sal superiores a 0,5%, ocorreu um aumento adicional na dureza e
um decréscimo na adesividade, pese embora ndo terem existido alteracdes nas caracteristicas de
fusdo. Adicionalmente, o aumento do teor de sal ndo provocou permutas entre ides calcio-sddio, o
gue manteve a solubilidade de calcio constante (Cruz et al., 2011).

A textura do queijo € um atributo fundamental na sua qualidade, podendo ser determinante na sua
aceitabilidade pelo consumidor (O’Callaghan & Guinee, 2004); no caso dos queijos trata-se mesmo
de uma propriedade muito importante na identidade do produto (Alvarenga, 2008). E influenciada por
fatores que determinam a estrutura, como o procedimento de fabrico, a composicéo do leite, os niveis
de humidade, o sal, o pH e a taxa de protedlise durante a maturacdo, sendo esta Ultima o fenémeno
bioguimico mais complexo, responsavel pelo desenvolvimento do sabor e da textura (O’Callaghan &
Guinee, 2004; Alvarenga, 2008). As transformacdes texturais do queijo durante a maturacdo podem
ser opostas entre si, podendo resultar no amaciamento e amolecimento da pasta devido ao
predominio da hidrélise da caseina as; a péptido as;-1, ou no seu endurecimento no caso do processo
de desidratacdo prevalecer (Fox, 1989; Alvarenga, 2008). Porém, estq estabelecido que o
amolecimento da pasta, induzida pela protedlise, predomina quando o queijo é fabricado com leite cru
(Alvarenga, 2008).

Muitos métodos instrumentais tém sido desenvolvidos para determinar as propriedades de textura
dos alimentos, merecendo principal destague a Analise de Perfil de Textura (TPA) em penetracdo por
ser uma técnica adequada como método rapido para a medi¢do de textura no teste em queijos de
pasta mole. Este tipo de teste envolve a medicdo da forca necessaria relativa a inser¢do de uma
sonda, cone ou cilindrica, que atua duas vezes no material em penetracdo, com um tempo de espera
entre as duas acdes para recuperacdo do material. O texturograma obtido corresponde a uma curva
de forca versus tempo, a partir do qual sdo determinados os parametros indicadores do
comportamento mecanico: dureza, adesividade e coesividade. Poder-se-4 estudar correlagbes entre
alguns parametros de textura com aceitacdo sensorial, bem como com os indices de protedlise
(O’Callaghan & Guinee, 2004; Alvarenga, 2008; Souza, 2011).

Num estudo realizado por Ayyash et al. (2011) relativo a reducdo dos niveis de sal por substituicdo

com cloreto de potassio, em proporgées graduais, no queijo Halloumi foi verificado que os parametros
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de dureza, adesividade e coesividade das diversas tipologias experimentais mantiveram-se
semelhantes ao queijo controlo, durante a maturacdo. Ao longo do amadurecimento a dureza e a

coesividade decresceram, enquanto a adesividade aumentou.

1.7 Queijos com Teor Reduzido em Sédio: Implicacdes na Tecnologia e Implicagdes Sensoriais

Pese embora a influéncia do sal nas caracteristicas do queijo, as quais incluem a protedlise, a
lipdlise, as propriedades de textura, e sabor/aroma, o sal é tradicionalmente utilizado como
conservante, provocando sérios problemas de sadde ao consumidor quando adicionado em excesso
(Ayyash et al., 2011). Com um aumento no consumo e uso mais frequente de queijos em pratos
culinarios, adicionalmente ao uso tradicional do queijo de mesa, € interessante desenvolver
tecnologias para a producdo de queijo de baixos teores em sodio, com o objetivo de atender a
necessidades de alguns segmentos populacionais. De facto, o desenvolvimento de queijo com baixo
teor em sodio representa uma contribuicdo para a indastria lactea, para além de ser uma opcao
tecnoldgica de valor acrescentado (Drake et al., 2011; Liem et al., 2011).

De acordo com a legislacdo americana e canadense, 0 queijo para ser considerado como um produto
de teor baixo em sédio, ndo deve conter mais que 140 mg de sddio por por¢cédo de 50 g em queijo
fresco, 30 g em queijo de pasta mole e de 21 g em queijo duro (Cruz et al., 2011; Katsiari et al., 1997,
1998), ou seja, deve conter até 0,7% de sal (Cruz et al., 2011). O teor de sal do produto normalmente
presente em queijos fundidos varia de 325 a 798 mg por 50 g de queijo. Contudo, queijos fundidos
com teor reduzido em sodio podem conter desde 244 a 600 mg por 50 g de queijo (FDA, 2008).
Todavia, a legislacdo da Unido Europeia ndo contempla a suscetibilidade de cada tipo de alimento
face a substancia alvo, sédio/sal, alegando que para qualquer género alimenticio seja considerado de
baixo teor em sdodio, este devera conter uma quantidade ndo superior a 120 mg de sédio por 100 g ou
100 mL, com excecdo da &gua, conforme disposto na retificagdo ao regulamento comunitério n.°
1924/2006 de 20 de dezembro, publicada em 2007.

Estudos sugerem que muitos fatores desempenham um papel na percecdo do sabor salgado,
incluindo a gordura, viscosidade, especiarias e a microestrutura do alimento (Drake et al., 2011).
Alguns autores demonstraram que o teor em 4gua influencia a libertacdo de sodio e que o teor em
matéria gorda influencia a percecdo do salgado no decurso da mastigacéo, tendo sido sugerido que
um aumento na dgua e uma diminuicdo no teor de matéria gorda pode ser uma via para reduzir a
concentracdo de sodio sem alteracdo na percecdo do sabor salgado. Contudo, e uma vez que a
consisténcia e textura do queijo, bem como a mastigagdo e a salivagao, influenciam a percecéo do
sabor salgado, alguns autores aconselham que deve ser encontrado um equilibrio entre a
composicdo e a estrutura para produzir queijos aceitaveis. Por outro lado, variagdes no teor de sédio
e interacdes sensoriais ttm um maior efeito nos produtos com baixo teor de gordura do que aqueles
com elevado teor em matéria gorda (Agarwal et al., 2011).
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As principais intervencdes tecnolégicas que sao aplicadas na reducao do teor em sodio nos alimentos
sdo o decréscimo da quantidade do NaCl adicionado, a substituicdo total ou parcial do NaCl com
outros sais como o KClI, CaCl, ou MgCl, ou a adi¢cdo de intensificadores de sabores como o glutamato
monossadico (Guinee & Fox, 2004).

1.7.1 Processamento com Reducéo de NaCl

A primeira intervencao tecnologica que necessita de ser considerada € tipicamente reduzir a
guantidade de NaCl adicionada (Guinee & Fox, 2004). Um grupo de especialistas do Reino Unido
sugere que a reducdo na quantidade de sal entre 10 e 25% néo é perceptivel pelo consumidor (Cruz
et al., 2011).

Lindsay et al. (1982) demonstraram que a reducéo de sal na fase aquosa de 4,9 para 3,5% em queijo
Cheddar nédo afetou significativamente as caracteristicas organolépticas e a textura do produto, pese
embora alguns consumidores preferiram o sabor salgado dos queijos com maiores teores de sal
relativamente aqueles com baixos niveis de sédio, sendo que a modalidade de ensaio isenta de sal
foi extremamente depreciada pelo painel de provadores. Outros estudos realizados neste queijo
reportaram diferengas ndo detetaveis em concentragdes reduzidas de sal de 4,1% a 3,1% (Schroeder
et al., 1988); contudo, quando os niveis de NaCl foram reduzidos a 0,7%, 0s queijos tornaram-se
excessivamente viscosos, acidos, azedos e com sabor e aroma residuais desagradaveis, indicando
um aumento na protedlise (Schroeder et al., 1988). Adicionalmente, Karahadian & Lindsay (1984) ja
teriam reportado que a modalidade deste queijo totalmente isenta de sal tinha revelado
caracteristicas sensoriais indesejaveis quando comparada com o0s respetivos queijos de niveis
intermédios e convencionais de sal. Para além do mais e de acordo com Mistry & Kasperson (1998),
gueijos Cheddar com concentragdo mais alta de sal exibiram niveis mais baixos de protedlise e
consisténcia mais dura e quebradica. Em um estudo mais recente realizado por Rulikowska et al.
(2013) onde foram produzidos queijos Cheddar com uma gama de concentra¢des de sal a variar de
0,5 a 3% (m/m), foi constatado que a reducéo simples de sal teve impactes negativos tanto no sabor,
com o0 aumento do amargor, como na textura, com o decréscimo na firmeza. De um modo geral, foi
verificado pela maioria destes autores no estudo da reducdo isolada de sal em queijo Cheddar que
niveis mais elevados de protedlise eram obtidos com o decréscimo gradual de sal, em especial na
versao isenta de sal (Mistry & Kasperson, 1998; Rulikowska et al., 2013; Schroeder et al., 1988).

Outros tipos de queijos também foram estudados relativamente a esta tipologia de salga, tal como o
gueijo Cottage, um tipo de queijo fresco, no qual foi observado por Wyatt (1983) que uma reducgéo de
35% na quantidade de NaCl (de 1 a 0,65%) ndo influenciou a avaliagdo pelos consumidores, apesar
da reducdo de 50% ter resultado numa baixa aceitacdo relativamente ao queijo controlo.
Adicionalmente, a produgdo de queijo tipo Feta com baixo teor em sédio resultou em diferencas
significativas na protedlise secundéria, a qual foi maior em queijos com menores concentracdes de

NaCl comparativamente ao queijo padrdo, e no sabor, no qual foi detetado um aumento no sabor
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amargo com a reducdo da concentracao de sodio (Aly, 1995); ainda assim, ndo foram detetadas
diferencas significativas nos atributos de textura e pasta (Aly, 1995). Por analogia, um estudo
realizado em queijo irlandés, no qual se fez variar o nivel de sal entre 0,5 e 3%, ter-se-4 observado
gue ambos o0s queijos com teores reduzidos em sal exibiram baixos niveis de desenvolvimento de
sabor e aroma caracteristicos deste queijo, tendo-se notado elevados niveis de sabor amargo (Cruz
et al., 2011). Pelo contrario, a producdo do queijo tipo Edam com baixa quantidade de sédio
(concentragdo de sédio entre 0,4 e 0,5%) resultou num produto com qualidade satisfatéria (Cruz et
al., 2011).

1.7.2 Processamento com Substituicdo de NaCl

A substituicao parcial de NaCl por KCI ajuda a resolver os problemas relativos a diminuicao do teor
em sadio por via da diminuicdo do sal utilizado. O cloreto de potassio tem sido o substituto que tem
revelado um maior indice de sucesso, sendo o mais utilizado na substituicdo parcial do cloreto de
sédio no queijo (Katsiari et al.,, 2000). Um excesso de ingestdo de KCl na dieta ndo apresenta
nenhum efeito indesejavel nas pessoas com hipertensao induzida pelo Na (Ayyash et al., 2011; Drake
et al., 2011).

Em meados da década de 80, diversos estudos avaliaram a substituicdo do cloreto de soédio por
outros sais devido a correlacdo elevada entre a ingestdo de sal (NaCl) e a hipertensdo. O sal de
interesse foi o cloreto de potéssio visto que estudos indicaram que um aumento da ingestdo de
potéssio via dieta pode exercer um efeito protetor em individuos com hipertenséo induzida pelo sédio,
e sugeriram que produtos como o0 queijo podem ter uma substituicdo de NaCl por outros sais, até
50%, sem alteracdes significativas no sabor (Drake et al., 2011). Contudo, existe uma controvérsia
consideravel no que respeita a aceitacdo, por parte do consumidor, destes produtos (Drake et al.,
2011), pois apesar do KCI contribuir para manter o sabor salgado e poder reduzir a quantidade nos
alimentos até 25% sem perda na palatabilidade, este sal atribuiu um sabor azedo/metalico que os

consumidores poderdo considerar indesejavel.

De acordo com alguns autores (Guinee & Fox, 2004, Johnson et al., 2009), a alternativa de
substituicdo do NaCl por KCI| deve ser cuidadosamente estudada visto que em concentracdes
elevadas de KCl (>1%) tende a causar uma percep¢do de azedo consideravel, para além de
aumentar a protedlise, a atividade da agua, a acidez e a dureza. Diversos estudos demonstraram que
era possivel substituir NaCl por KCI durante o processamento, sem afetar as propriedades sensoriais,
reoldgicas, bem como a estabilidade do produto final. No entanto, os estudos relativos a substituicdo
de NaCl por KCI em queijo devem seguir o desenvolvimento das caracteristicas de modo a minimizar
0 impacte nas propriedades reoldgicas e sensoriais do produto, o que implica o estudo de parametros
de qualidade, tais como protedlise e lipdlise, juntamente com o tempo de prateleira (Cruz et al., 2011).
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Demoitt et al. (1984) reportaram que amostras de queijo Cottage com substituicdo total do NaCl por
KCI ou a substituicdo parcial (50%) tém niveis de aceitacdo semelhantes entre eles e quando
comparado com o queijo padréo.

Embora a maioria dos resultados demonstrarem que a substituicdo do NaCl por misturas NaCl:KCl
(1:1) normalmente ndo provoca alteracdes bioquimicas, texturais e microbioldgicas, alguns estudos
indicam que o uso de misturas com essa proporcdo afeta a qualidade sensorial do queijo. Assim
sendo, as propor¢des 70:30 ou 60:40 (NaCl:KCl), tendem a ser mais atrativas, uma vez que reduzem
o teor em sddio satisfatoriamente e mantém o sabor e 0 aroma dos queijos (Cruz et al., 2011).

Nao deve ser esquecida a diversidade de tipos de queijo, relativamente a qual existe grande
variabilidade quanto as origens das caracteristicas especificas, existindo queijos onde grande parte
dos riscos ndo existe de forma tao evidente, pois algumas das rea¢cées normalmente importantes ndo
estdo presentes ou tém escassa extensdo. Assim, estudos relativos a substituicdo parcial ou total do
NaCl por KCI podem divergir entre variedades de queijos. Alguns indicaram que a substituicdo total
do NaCl por KCI aumentou a velocidade de protedlise no queijo Cheddar e que a reducdo de NaCl
em queijo de tipo Appenzell por substituicdo parcial do KCI intensificou a decomposicédo da proteina
do queijo. Porém, outros estudos ndo detetaram diferencas significativas na protedlise num
determinado tempo de amostragem entre queijos de tipo Feta e Fynbo com NaCl ou misturas
NaCl:KCI (Katsiari et al., 2000).

Katsiari et al. (1997) relataram a viabilidade de reduzir até 50% o teor de sédio no queijo tradicional
Feta usando misturas de NaCl e KCI (3:1 ou 1:1, m/m) no processo de salga, sem afetar
negativamente a sua qualidade. Os resultados também indicaram que os queijos feitos com misturas
de NaCl/KCI ndo exibiam diferencas significativas no que concerne a composi¢cdo (humidade,
gordura, proteina e sal), as propriedades fisico-quimicas (pH, a,), sensoriais (aparéncia, consisténcia
e textura, sabor/aroma, qualidade global) e texturais (fraturabilidade, dureza) comparativamente ao
gueijo controlo. O uso da mistura de NaCI/KCI 1:1 na salga de queijos Feta trouxe efetivamente o
racio de Na/K para préximo de 1,0, reduzindo também o teor em sédio em 50%. Numa extensdo
desse trabalho, Katsiari et al. (2000) estudaram a protedlise secundaria em queijo Feta com
diferentes teores em sédio produzidos a partir de leite de ovelha, por salga direta na massa e por
imersdao em salmoura; em ambos 0s casos, 0s queijos foram salgados com NaCl (controlo) e misturas
de NaCl/KCI (3:1 ou 1:1, % m/m), de modo a estudar a influéncia da substituicdo parcial do NaCl por
KCI na protedlise durante a maturagdo do queijo. Os resultados revelaram que a protedlise foi
semelhante tanto no queijo controlo, como nos queijos experimentais, em todas as amostragens
realizadas ao longo de todos os estagios de maturacéo, indicando que a substitui¢édo parcial do NacCl
por KCI no fabrico do queijo Feta ndo teve efeito significativo na extens@o e nas caracteristicas da

protedlise durante a maturacao.

C.P. Soares (2012). Influéncia da reducéo de sal nas propriedades do queijo de S&o Jodo da ilha do Pico 25



Capitulo 1 — Introdugéo

Katsiari et al. (2001) estudaram a protedlise em queijos Kefalograviera produzidos com teores baixos
em sodio salgados com misturas de NaCI/KCl (3:1 ou 1:1, m/m), tendo como comparagdo 0 queijo
convencional. A extensao e as caracteristicas da protedlise secundaria nos queijos foram
monitorizadas durante a maturacéo por determinacdo Kjeldahl das fracdes azotadas (azoto solluvel
em agua, WSN; azoto solavel em &cido tricloroacético, TCASN; azoto sollvel em &cido fosfotungstico,
PTASN), a determinagdo dos aminoacidos livres totais foi feita pelo método cadmio-ninidrina, a
hidrélise das caseinas foi estudada por focagem isoelétrica, os péptidos de cadeia curta foram
analisados por HPLC de fase reversa e os aminoacidos por HPLC de permuta iénica. Os resultados
demonstraram que a protedlise dos queijos experimentais foi muito semelhante a do queijo controlo,
em todas as fases da cura, indicando que a substituicdo parcial do NaCl por KCI na manufatura do

gueijo Kefalograviera ndo aumentou significativamente a extensdo e as caracteristicas da proteolise.

A reducdo em 55% de sodio na massa do queijo de tipo Cacciota com substituicdo parcial por KCI
ndo revelou diferencas significativas no que respeita ao sabor/aroma e textura quando comparado
com o queijo convencional (Quattrucci et al., 1997).

Reps et al. (2009) avaliaram a possibilidade de incorporar mais potassio em queijos fundidos, e
demonstraram que a producado desses tipos de queijos de boa qualidade era exequivel com a adicao
de KCI com o uso simultdneo de agentes redutores de viscosidade, ou aumentando a concentragdo
de sais de potéssio ou de sal de dieta contendo KCI. Neste estudo, obteve-se um produto com um
racio Na/K muito semelhante ao recomendado e o sabor, aroma e textura foram considerados
aceitaveis. Adicionalmente, os resultados da andlise sensorial mostraram um aumento na aceitacao

associado a adicdo de KCl.

Ayyash e Shah (2010) investigaram o efeito da substituicdo parcial do NaCl por KCI na composi¢ao
guimica, na contagem de bactérias lacticas, e no perfil de acidos organicos no queijo Halloumi. Os
gueijos Halloumi foram produzidos com quatro soluc¢des diferentes de salmoura a 18% incluindo NacCl
apenas, 3NaCl:1KCl, 1NaCl:1KCI e 1NaCl:3KCI. N&o foi observado nenhum efeito significativo entre o
gueijo controlo e 0s queijos experimentais em termos de humidade, gordura, proteina, contagem de
bactérias lacticas, e valores de pH no mesmo periodo de armazenamento. Os teores de cinzas, sodio
e potassio aumentaram significativamente durante o armazenamento nos queijos com 0 mesmo
tratamento de salga, tendo sido observadas uma correlacdo positiva entre o teor de cinzas, Na e K, e
uma correlacdo inversa entre acidos organicos e os teores de Na e K. Numa extensdo desse
trabalho, Ayyash et al. (2011) estudaram a textura e a microestrutura dos queijos Halloumi, ndo tendo
verificado diferengas significativas na dureza, coesividade, adesividade, e gomosidade entre os
queijos ao longo da cura, apesar das propriedades de dureza, adesividade e gomosidade diminuirem
ao longo da maturacao, enquanto a adesividade aumentou; a textura de todos os queijos manteve-se
compacta e fechada no decurso da maturacdo. Ter-se-4 também verificado que o Ca apresentou uma
correlagdo positiva com a dureza, coesividade e gomosidade, e uma correlagdo negativa com a

adesividade demonstrada pelos tratamentos com as misturas de NaCl e KCIl, o que suporta a
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N

observacdo que o decréscimo na dureza pode ser atribuido a reducdo do teor em Ca,
desempenhando, este mineral, um papel preponderante na textura. Em contrapartida, a dureza,
coesividade e gomosidade correlacionaram-se negativamente com K e Na, e a adesividade
demonstrou uma correlagdo positiva com K e Na. A correlagdo negativa do Na e K versus a
correlagdo positiva de Ca com a dureza, coesividade, e gomosidade poder-se-a dever a permuta
i6nica Na ou K-Ca com a para-caseina. Neste estudo, admitiu-se que a permuta ionica entre Ca e Na
ou K podera ter ocorrido; as correlagfes destes elementos com os parametros do perfil de textura
foram contraditérias. Com este estudo foi possivel concluir a possibilidade de substituicdo do NaCl
por KCI até 75% no queijo Halloumi, uma vez que o cloreto de potassio podera desempenhar o

mesmo papel do cloreto de sodio.

Ao contrario do efeito das misturas de NaCl e KCI resultarem numa qualidade global positiva, a
substituicao total do NaCl por KCI esta associada com a producéo de queijo extremamente acido e
com alteracBes na textura, o qual pode provocar o aumento da concentracdo de acidos gordos livres
e da protedlise (Cruz et al., 2011).

Um aspeto que valera a pena considerar serdo as tipologias de fabrico associadas a estes queijos,
guase todos eles tradicionais, submetidos aos efeitos de reducao/substituicdo de NaCl (Tabela 1.3).
Como se pode verificar pela reviséo bibliografica, os queijos estudados apresentam especificidades e
tecnologias diferentes relativamente ao queijo Sao Jodo do Pico considerado no presente estudo, e
por conseguinte a influéncia das etapas determinantes do processo de fabrico poderdo resultar em
diferencas no produto final. Por conseguinte, € de crucial importancia investigar os efeitos da reducédo
de sal nos parametros de qualidade ao longo da maturacdo, homeadamente, composicdo quimica e
evolucdo da protedlise, conjuntamente com a seguranca alimentar do queijo em estudo de modo a

minimizar os impactes nas propriedades de textura e sensoriais do mesmo.
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1.7.3 Implica¢Bes Sensoriais

A protedlise que ocorre no decurso da maturacéo do queijo é caracterizada pela quebra das ligagcfes
peptidicas da caseina nativa com formacédo subsequente de péptidos de diferentes dimensbes e
libertacdo de aminoacidos livres. As percecdes sensoriais globais do queijo curado, no que concerne
a protedlise, devem-se a alteracbes de textura, bem como a formacéo de péptidos, aminoacidos livres
e compostos volateis que podem atuar como substancias sapidas e aromaticas, tendo sido sugerido
gue compostos com baixo peso molecular eram responsaveis pelo sabor base do queijo, apesar do
papel exato desempenhado pelos péptidos de cadeias média e curta ndo estar ainda bem esclarecido
(Sousa et al., 2001; Upadhyay et al., 2004).

O sabor amargo do queijo é fundamentalmente provocado pela formacdo de péptidos hidréfobos
durante a protedlise. Foram identificados péptidos de cadeia curta, com massa a variar de 400-3000
Da, no extracto aquoso, responsaveis pelo sabor amargo do queijo Camembert. Os péptidos amargos
foram isolados de um fragmento resultante da hidrélise da caseina £, pese embora ter-se concluido,
com base na sua estrutura molecular, que a hidrofobicidade e a dimenséo destes péptidos nao
contribuem, de modo isolado, para o sabor amargo. Pensa-se que a conformacdo dos péptidos
também desempenhe um papel crucial (Upadhyay et al., 2004).

Para além de péptidos, os acidos organicos e sais tém sido identificados como potenciais compostos
de sabor no queijo (Sousa et al., 2001). Os aminoacidos livres sdo precursores de compostos volateis
mediante alteracfes catabdlicas e reacBes entre aminoacidos e outros compostos (Yvon & Rijnen,
2001). A capacidade dos microrganismos no queijo para degradar aminodcidos a compostos
arométicos é altamente dependente da estirpe e pode explicar parcialmente como diferencas nos
fermentos lacteos podem ter um grande impacte no aroma de queijos curados (Upadhyay et al.,
2004).

O sal é também descrito como um fator influente na formacdo de compostos de aroma e no
desenvolvimento do aroma. Este efeito esta associado & composi¢éo fisico-quimica dos componentes
volateis e ao tipo e concentracdo de sal utilizado, o qual pode atuar na polaridade da superficie
proteica e aumentar a reten¢do dos aromas. A percecédo salgada do NaCl deve-se tanto ao catifo Na”
(70-85%) como ao anido ClI" (30-15%). Em suma, estas propriedades podem dificultar a remocéao total
ou parcial do NaCl na manufatura de produtos (Cruz et al., 2011). Num estudo recente, Phan et al.
(2008) concluiram que a libertac@o de sodio durante a mastigacdo € influenciada fundamentalmente
pela estrutura e composi¢do do queijo, em particular pelo teor de humidade, enquanto a perce¢éo do
sabor salgado € limitada pela presenca da gordura. Consequentemente, péde concluir-se que a via
de reducdo de sal em queijo sem afetar o sabor seria aumentar o teor em humidade e decrescer a

guantidade de gordura.
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Evidéncias sugerem que a reducédo lenta e gradual de sal pode nao ser notada pelos consumidores,
sendo considerada mais como um ajuste de sabores. Nao obstante, quando o nivel limite dessa
reducdo é atingido, as modificacdes poderdo ser detetadas pelo consumidor, arriscando-se a um
decréscimo nas vendas. Uma das melhores estratégias para a industria reduzir gradualmente a
concentracdo de sal em alimentos processados, € iniciar com uma reducdo de 10-25%, a qual é
pouco detetada pelo paladar humano, podendo ndo causar grande impacte na tecnologia e mantendo
a reducdo gradual durante um periodo alargado. Reducfes maiores podem ser mais facilmente
atingidas para produtos com teor em sal mais elevado, enquanto noutros podera usar-se a estratégia
de substituicdo do sal para reduzir os niveis do mesmo ao longo de uma gama de categoria de
produtos. Catides substituintes como o potassio, 0 magnésio e o calcio ddo uma percecao acida e
menos salgada, comparativamente ao sédio, enquanto anides (fosfatos e citratos), comparativamente
ao cloreto, interferem mais diretamente no sabor, diminuindo o carater salgado e deixando um gosto
metalico residual associado ao fosfato (Cruz et al., 2011). Deste modo, quando ha a substituicdo do
catido ou anido de NaCl na etapa da salga por compostos de peso molecular mais elevado, como o
cloreto de potéassio (KCI) ou o cloreto de magnésio (MgCl,), esta influencia um sabor salgado menos
intenso e um paladar mais amargo nos queijos. Em qualquer uma das opc¢des, seja por reducdo ou
por substituicdo, os fabricantes devem esperar, inicialmente, uma menor aceitacdo pelo consumidor.
Porém, é importante salientar que esta situacdo ird mudar com o decorrer do tempo e o0s

consumidores irdo adotar o novo produto (Agarwal et al., 2011).

Tendo em conta que o paladar é frequentemente um fator preponderante, mas ndo o Unico
determinante na escolha do produto alimentar, a saldde cardiovascular pode ser um beneficio de
grande relevancia entre os consumidores, devendo ser explorada pela inddstria alimentar como meio
para convencer o consumidor na compra de produtos alimentares baixos em sédio (Agarwal et al.,
2011). Para além da reducédo do sodio apresentar um cenério favoravel em determinados segmentos
populacionais (Liem et al., 2011), a educagdo do consumidor e a rotulagem podem desempenhar
também um papel critico na aceitacdo de alimentos reduzidos em soédio (Drake et al., 2011). Os
fabricantes deviam aproveitar a oportunidade para mostrar ao consumidor que uma pequena perda
na qualidade, no que respeita as caracteristicas sensoriais do produto, pode ser compensada pela
minimizagdo de riscos ao nivel da salude publica (Johnson et al., 2009). Assim, a rotulagem
desempenha um papel-chave na aceita¢do dos produtos pelo consumidor. Os consumidores tendem
a observar os produtos com uma visdo mais favoravel caso exista uma justificacdo redigida no rétulo
para justificar certos atributos (Drake et al.,, 2011). Desta forma, uma rotulagem esclarecedora,
informando ao consumidor dos beneficios para a sadde em conjunto com boas propagandas de
marketing dos géneros alimenticios reduzidos em sdédio, ir4 proporcionar uma maior aceitagdo por
parte do consumidor (Drake et al., 2011). A industria de fabrico de queijo devia estar preparada para

dar a sua contribuicdo a este desafio.
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1.8 Queijos Tradicionais

Produzem-se anualmente na Europa, nomeadamente, na Franca, Italia e Suica cerca de 700.000
toneladas de queijos feitos a partir de leite cru, que representam uma proporcao significativa do queijo
produzido (aproximadamente 10% da producéo total de queijo na Unido Europeia e na Suica). Este
tipo de queijos representa muitos anos de tradicdo e abrange um conjunto de produtos de territério
especifico que se desenvolveu a partir de uma civilizagdo rural e que podem ser considerados de
fabrico artesanal. Adicionalmente, alguns queijos obtidos a partir de leite cru, na Europa, sao
salvaguardados pela prote¢do da Denominagdo de Origem Protegida (DOP), devido as propriedades

Unicas que apresentam (Beuvier & Buchin, 2004).

O avancar dos tempos resultou em alteracdes na producéo de leite. Este é produzido numa area mais
extensa, resultando numa mistura de leites de diferentes exploracdes e no aumento do tempo de
transporte até ao posto de recolha, onde o leite é recepcionado. Uma das consequéncias é o
desenvolvimento de populagc6es microbianas diferentes daquelas presentes no leite das exploracfes
pecuarias e a consequente necessidade de obtencdo de leite de elevada qualidade higio-sanitaria
para fabrico, a qual é reforcada pelos requisitos microbioldgicos legais. Assim, para conferir maior
seguranca ao produto final, alguns queijos tradicionais obtidos a partir de leite cru tém sido adaptados
as exigéncias atuais mediante o fabrico destes a partir de leite submetido a tratamento térmico para
destruicdo dos microrganismos patogénicos (Beuvier & Buchin, 2004), perdendo-se, no entanto, a

especificidade que nalguns casos depende fortemente da flora microbiana autoctone.

O queijo tradicional de Sédo Jodo do Pico ndo é excecdo, tentando aproximar-se do que esti
estabelecido para a DOP Queijo do Pico, na area abrangida pela ilha do Pico. Trata-se de um queijo
tradicional, curado, de pasta mole, que resulta do esgotamento lento da coalhada apds coagulacédo
do leite cru de vaca, com coagulante de origem animal. De acordo com o Caderno de Especificacdes
do Queijo do Pico, Denominagédo de Origem, o tempo de cura minimo é de 20 dias em ambiente
controlado, a temperatura de 10 a 14°C e humidade relativa de 80 a 85%. Apresenta formato
cilindrico, com didmetros compreendidos entre 16 e 17 cm, altura entre 2 e 3 cm, crosta amarela e um
peso médio de 650 a 800 g (Figura 1.2). A sua textura é irregular, com olhos, pouco compacta e
muito untuosa. Possui um sabor ativo e salgado e um aroma caracteristico intenso. Apresenta ainda
um teor de gordura (referido a matéria seca) entre os 45 e 49% e um teor de humidade (referido ao

gueijo isento de gordura) de 67 a 71% (Despacho Normativo 32/96 de 29 de outubro).
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Figura 1.2 - Queijo de Sé&o Joao fabricado na Queijaria do Pico (Sociedade de Producédo de Laticinios

de Sdo Jodo) assente sobre folhas de roca.

Os problemas de maior relevo, ainda a serem solucionados no que concerne ao uso de leite cru na
manufatura do queijo, sdo o controlo sanitario rigoroso do gado bovino conjuntamente com as boas
praticas de laboragdo que devem ser adotadas nas queijarias. Assim, por razdes higio-sanitarias, na
Queijaria do Pico, o queijo de S&do Jodo tem sido produzido com leite de vaca pasteurizado com
adicdo subsequente de fermentos lacteos, cloreto de calcio, coalho animal e sal, este (ltimo

adicionado diretamente nos gréos da coalhada.

A Figura 1.3 mostra o fluxograma do queijo do Pico obtido de leite pasteurizado, o qual se descreve

em seguida.
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Figura 1.3 - Diagrama de fluxo do queijo S&o Jodo produzido na Queijaria do Pico.
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Recepcaoffiltragéo de leite cru: a recepgéo do leite é feita diariamente de manha entre as 8:30 e as
10:00 e a tarde entre as 19:00 e as 20:00 (horario de Verédo) e das 18:00 as 19:00 (horéario de
Inverno) no posto de recolha da Queijaria do Arrife. Nesta etapa, o leite é transportado e entregue
pelos produtores, sendo descarregado para o tanque de recepgdo, operagdo durante a qual é
efetuada a filtracdo do leite. Esta etapa de filtracdo do leite, é realizada na placa de filtro inox

adaptada ao tanque de recepgéo.

Armazenamento Refrigerado a menos de 4 °C: Em seguida, o leite é transferido, por bombagem,
para o tanque de refrigeracdo a uma temperatura ndo superior a 4°C, onde permanece armazenado

para o fabrico do dia seguinte. A temperatura € monitorizada via um medidor de temperaturas digital.

Pasteurizacdo: Todo o leite é pasteurizado antes do fabrico. A pasteurizagdo é efetuada num
permutador de placas. O bindmio tempo/temperatura utilizado na pasteurizacao é de 74,5°C durante
15seg. Imediatamente apos o tratamento térmico é efetuada a descarga direta para o tanque cisterna

do veiculo de transporte de leite.

Doseamento de fermentos e de cloreto de calcio: esta etapa inicia-se, a meio da descarga do
leite no tanque do veiculo de transporte, com adicdo manual de fermentos lacteos, para acidificacao

do leite, e de cloreto de calcio, para reposicéo do calcio necessério a coagulacao.

Transporte: logo apds a descarga no veiculo é feito o transporte do leite pasteurizado a uma
temperatura de cerca de 30 °C. O transporte do leite tem como destino a Queijaria do Pico, em Sdo

Jodo, sendo realizado num periodo de tempo de cerca de 10 min.

Recepcdo e Filtragdo: A recepcao, € verificada a temperatura do leite pasteurizado proveniente da
Queijaria do Arrife. Em seguida, é adaptado um pano higienizado a tubagem e, por trasfega, o leite é
coado e recepcionado diretamente na cuba de coagulacdo, procedendo-se de imediato ao seu

processamento.

Coagulacéo: O coagulante liquido, de origem animal, é adicionado durante o enchimento das duas
cubas de coagulagéo de capacidade de 500L cada. Nesta etapa, a temperatura € mantida a cerca de
30°C.

Trabalho da Coalhada: Ao fim de aproximadamente 30 minutos, é verificado a formacdo da
coalhada, procedendo-se ao corte manual, repouso e agitacdo da massa, com recurso a liras

manuais.

Dessoramento: A massa é transferida manualmente, com auxilio de um balde, para a francela. O

soro drena de dois modos: por uma torneira situada na base da cuba de coagulagdo e por um orificio
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situado na inclinacéo inferior da francela, ambos em direcao a tina de retencédo, na qual a massa

residual da coalhada é aproveitada.

Salga: Escorrido o soro da massa, o sal é adicionado diretamente aos grdos da coalhada e
misturado manualmente o mais uniformemente possivel e com esmagamento do gréo, por agao dos

dedos das queijeiras.

Encinchamento: Ainda na francela e apés a adicdo de sal, a massa é colocada em cinchos plasticos
providos de panos de algoddo, previamente higienizados, que envolvem a massa calcada
suavemente, permitindo um melhor esgotamento do soro e uma maior facilidade na desenformagem

pbs-prensagem.

Prensagem: Os queijos enformados sdo colocados na prensa pneumatica, até adquirirem uma
consisténcia minimamente firme de modo a possibilitar a viragem do queijo enformado no interior do

cincho; apos esta operacao sdo recolocados novamente na prensa por mais cerca de uma hora.

Desenformagem: Apds a prensagem, os queijos sdo retirados do cincho e os seus rebordos séo
removidos manualmente, com o auxilio de um utensilio de corte, de modo a obter o boleado dos

gueijos.

Tratamento Antifungico: os queijos sdo passados por uma solugdo diluida de natamicina para

prevenir o aparecimento de bolores e leveduras a sua superficie, durante a etapa da maturacéo.

Maturac&o: Os queijos seguem para as camaras de cura onde séo colocados em estantes de aco
inoxidavel ou cestos de plasticos de grau alimentar sobreponiveis. A matura¢éo ocorre durante cerca
de 17 dias. A temperatura e a humidade relativa sdo mantidas a 9-11°C e 80-83%, respetivamente,

sendo a viragem dos queijos diaria nos primeiros 8 dias e posteriormente em cada dois dias.

Revestimento: Na cAmara de cura, é aplicado o plastificante antiflingico com uma esponja em toda a

crosta do queijo.

Rotulagem, pesagem e embalagem: Os rétulos sdo colados a superficie dos queijos, com o
auxilio do plastificante antifiungico. O conjunto de queijos é pesado e colocado na caixa de cartdo
canelado. Este conjunto de etapas é realizado, em geral, pouco antes da expedicdo do queijo ou com
antecedéncia minima necessaria em funcdo das vendas, para evitar aumentos de temperatura

significativos nos produtos.

Distribuicdo: Durante o transporte local, sdo assegurados periodos de tempo de deslocagéo

inferiores a uma hora, sendo a temperatura de transporte de 10°C + 1°C.
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1.9 Enquadramento do Trabalho e Objetivos

Este trabalho pretende contribuir para a redugédo do teor de sal no queijo de S&o Jodo do Pico
fabricado na Queijaria do Pico e que se caracteriza por um sabor salgado, apresentando uma
percentagem média de sal, expressa em cloretos, de cerca de 2% em massa, podendo atingir, por
vezes, 3% (m/m). Tal contribuicdo podera revelar-se importante em termos futuros, possibilitando o
reforco de estratégias comerciais e de diferenciacéo junto do consumidor. Desta forma, o estudo
baseou-se na producédo de queijos experimentais com reducéo de sal na etapa da salga nos graos da
coalhada, seja por substituicdo progressiva com cloreto de potassio, KCl, ou por decréscimo gradual
do sal de cloreto de sddio exatamente nas mesmas propor¢des. Os queijos experimentais foram
estudados comparativamente ao queijo controlo, no sentido de verificar se existiam diferencas
significativas relativamente a parametros de qualidade e de seguranca alimentar. Acresce ainda a
realizacdo do estudo da variabilidade entre modalidades de ensaio de ambas as tipologias de salga

aplicadas. O trabalho experimental realizado visou o estudo de dois objetivos fundamentais:

« O primeiro respeitou a analise composicional e de perfis fisico-quimicos dos queijos
experimentais de menores teores em sodio e do controlo, bem como a sua evolugéo ao longo
da maturagdo. Esta fase também incluiu o estudo da influéncia dos decréscimos efetuados aos
niveis de sal, isoladamente ou por substituicdo, ao nivel da seguranca microbiolégica do
produto no tempo de cura considerado minimo para venda ao consumidor, tendo abrangido,

também, a pesquisa de patogénicos emergentes como Escherichia coli, Listeria

monocytogenes e Salmonella spp..

¢ O segundo objetivo constou, fundamentalmente, em averiguar a exequibilidade de queijos Séo
Jodo com teor reduzido em sddio, em termos tecnolégicos. Para tal, avaliaram-se a extensao e
profundidade da protedlise secundéria por recurso a andlise das fracbes azotadas,
nomeadamente, azoto solivel em &gua, azoto ndo proteico e azoto aminoacidico em relagéo
ao azoto total, ao longo da maturagcdo e comparacgdo das principais tendéncias observadas ao
longo da evolugéo das mesmas. De modo anélogo a analise microbiolégica, foram avaliados os
parametros de qualidade global associados as propriedades fisicas e sensoriais dos diversos
gueijos manufaturados no tempo de cura considerado minimo para este produto, no intuito de
verificar a sua real viabilidade a nivel de mercado. Assim, a caracterizacao fisica foi realizada
pela analise de perfil de textura (TPA) e pela medicdo dos pardmetros da cor, referentes ao
sistema de coordenadas L*a*b*. No que concerne a avaliacdo sensorial, esta foi efetuada
primeiramente pelo teste das diferencas (método do tridngulo) e posteriormente pelo teste de
aceitacdo, por recurso a uma escala hedonistica de 9 valores, no qual foram avaliados os

atributos da aparéncia, cor, textura, consisténcia, sabor, cheiro e pasta.
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CAPITULO 2 — MATERIAIS E METODOS

2.1 Metodologia

O trabalho experimental foi realizado em quatro locais: (i) na Queijaria do Pico (Sociedade de
Producéo de Laticinios de Sao Jodo) para o fabrico dos queijos controlo e experimentais; (ii) nas
unidades laboratoriais de Ecotoxicologia e Microbiologia e de Analises Quimicas do Departamento de
Ciéncias e Tecnologia da Biomassa da Faculdade de Ciéncias e Techologia da Universidade Nova de
Lisboa e no laboratério do Departamento de Ciéncias e Engenharia de Biossistemas do Instituto
Superior de Agronomia da Universidade Técnica de Lisboa para realizacdo das andlises
microbiolégicas, fisico-quimicas e bioquimicas e analise sensorial; e, (iii) no laboratério de reologia
alimentar da Escola Superior Agraria do Instituto Politécnico de Beja para andlise das propriedades

de textura e pardmetros da cor. Todas as determinacdes foram realizadas em duplicado.

2.2 Fabrico do queijo

O queijo de Séo Jodo do Pico foi produzido por trés ocasifes na Queijaria do Pico (Sociedade de
Producdo de Lacticinios de Sao Joao), nomeadamente, na 4.2 semana de agosto, 4.2 semana de
setembro e 1.2 semana de novembro do ano de 2012. Todos os queijos foram obtidos a partir de leite
bovino inteiro pasteurizado, sendo que a composicdo quimica dos mesmos podera indicar, por vezes,
alguma variabilidade devido a variacdo sazonal inerente a época do ano. O leite foi arrefecido a 29°C,
apos pasteurizacdo (minimo 74,5°C x 15s), tendo sido adicionados de imediato os fermentos lacteos
mesofilos e solucdo aquosa de cloreto de célcio no contentor fechado do veiculo destinado ao
transporte do leite até a queijaria de S&o Jodo. Apds cerca de 20 minutos de maturacdo do leite, foi
adicionada quimosina de forma adequada, de acordo com indica¢des do fabricante, para 500 L de
leite trabalhado, pelo que se segue a agitagéo do leite por 1 min. A coagulag&o do leite prolongou-se
por cerca de 30 min, e a coalhada foi cortada com liras manuais, deixando-se em repouso por 15 min
a 29-30°C, voltando-se a agitar posteriormente. O dessoramento foi feito por abertura da torneira
situada na base da cuba de coagulacéo e por transferéncia da coalhada para a francela, por recurso
a baldes, onde o soro escorreu por um orificio situado na inclinacéo inferior da mesma para a tina de

retencéo.

Depois do esgotamento manual do soro, seguiu-se a etapa da salga, com adi¢éo direta de sal seco
aos gréos da coalhada, tendo sido realizada a separacdo a olho da massa respeitante a 14/18
queijos, subdivididos, por sua vez, em 7/9 modalidades, respetivamente, e que correspondem a
84/108 litros de leite trabalhado. As diferentes tipologias de salga foram aplicadas nos queijos para o
mesmo lote de leite. Assim, no queijo controlo foram utilizadas 48 g de NaCl para cada par de queijos
(1C e 2C). Na redugéo por substituicdo por KCI (Panreac, Barcelona, Espanha) foram distribuidas
para cada par de queijos de cada modalidade, com maior uniformidade possivel: (i) 36g NaCl e 12g
KCI para queijo com mistura NaCI/KCI (3:1, m/m) (1A1 e 2A1); (ii) 24 g de NaCl e de KCI para queijo
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(1:1, m/m) (1B1 e 2B1); (iii) 12g NaCl e 36g KCI para queijo (1:3, m/m) (1C1 e 2C1); e, (iv) 48g KCI
para queijo totalmente substituido por KCI (1D1 e 2D1). Para cada dois queijos onde foi feita apenas
o decréscimo do teor de NaCl por reducéo utilizaram-se: (i) 36 g NaCl (queijos 1A2 e 2A2); (ii) 249
NaCl (queijos 1B2e 2B2); (iii) 12g NaCl (queijos 1C2 e 2C2); e, (iv) Og para queijo sem sal (1D2 e
2D2). Seguiram-se as etapas do encinchamento, para que 0s queijos adquirissem a forma e
dimenséo especificas, da prensagem, em prensa pneumatica com uma Unica inversao dos queijos
nos cinchos, e o banho dos queijos em solucdo diluida de natamicina. Em seguida, os queijos
seguiram para as camaras de cura reguladas a 9-11°C e 80-83% de humidade. A viragem dos queijos
foi efetuada diariamente nos primeiros 8 dias de cura e depois, regularmente, de 2 em 2 dias. As
amostras foram colhidas aos 8, 17, 28 e 40 dias de maturacdo para caracterizacao fisico-quimica e
bioquimica, sendo que o 3.° lote foi destinado a avaliagcdo sensorial (teste de aceitacao), de textura,
pelo teste de Analise de Perfil de Textura, e da cor, aos 17 dias. A caracterizacdo microbiologica e a
andlise sensorial (prova triangular) foram efetuadas nas amostras colhidas aos 17 dias (nos dois
primeiros lotes). Os resultados foram expressos como a média dos valores + desvio padrédo
correspondente. Os queijos controlo e experimentais foram fabricados em duplicado para cada
modalidade, tendo sido replicados quatro vezes nos dois primeiros lotes (para o estudo ao longo da

maturacdo). A Figura 2.1 mostra as varias etapas do fabrico do queijo de Sdo Jodo na Queijaria do

Pico.

Figura 2.1 — Varias etapas do fabrico o gueijo de Sao Jodo na Queijaria do Pio (Sociedade de
Producéo de Lacticinios de Sdo Jo&o) (setembro, 2011). Da esquerda para a direita apresentam-se
as principais etapas de fabrico, nomeadamente: rececéo, coagulacdo, dessoramento, salga nos gréos

da coalhada, encinchamento, prensagem e maturacao.
2.3 Amostragem

A amostra é colhida para analise dependendo do fim a que esta se destina, isto é, do tipo de analise
gue se visa e cujas técnicas variam de uns casos para o0s outros (Sa & Barbosa, 1990). De um modo
geral, as amostras de queijo foram colhidas na Queijaria do Pico, de modo semelhante ao consumo

do queijo de Sao Joéo.

Cada um dos lotes foi constituido por 14/18 queijos referentes a 6/7 modalidades e 1 controlo, no qual
temos dois queijos por modalidade (Figura 2.2). Nos dois primeiros lotes de leite trabalhado, para
estudar a evolugdo ao longo da maturacao, fizeram-se quatro replicados (para a recolha de amostras

aos 8, 17, 28 e 40 dias de maturacdo). No 3.° lote de leite trabalhado s6 se produziu um lote de
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gueijo, destinado a amostragem dos 17 dias de maturacado, para a avaliacao dos perfis de maturacao,
para avaliagdo dos perfis de textura e sensorial, pelo teste de aceitagdo, assim como para a

caracterizacgéao fisico-quimica e bioquimica.

75% NaCl

0
100% NaCl 2506 KCl X4

Y
Controlo Experimentais

{9 0 9
75% NaCl 50% NaCl 50% NaCl 25% NaCl

25% KCI 50% KCI 75% KCI

100% KCI 0% NaCl

—
Controlo Experimentais

0, 0, o
100% Nacl) ( 72% NaCl SO NECH W e ey 2200 NEC

- 25% KClI 50% KCI 75% KCI

100% KClI 0% NacCl

——
Controlo Experimentais

Figura 2.2 — Esquema de fabrico dos queijos controlo e experimentais a partir dos trés lotes de leite
trabalhado.

Os recipientes com material destinado a colheita, quando enviados para fora do laboratério, foram
protegidos de poeiras ou de outra contaminacdo proveniente do meio circundante. A geleira, de
parede dupla, tinha como utilidade a carga das amostras até ao laboratério, assim como prevenir o
desenvolvimento de bolores a superficie dos queijos, por possuir caracteristicas de opacidade,
hermeticidade, impermeabilidade a agua e a gordura e por ser inerte relativamente ao alimento. Os
materiais utilizados na recolha foram sacos plasticos adequados, adquiridos na venda a retalho, faca
afiada e lisa, inalteravel a esterilizacdo e acumuladores térmicos para garantir a correta refrigeracao
das amostras até entrega destas no laboratério (IDF 50:2008; NP-1829:1982). Para colheita de
amostras destinadas a analises microbiolGgicas, o material de colheita foi esterilizado por recurso ao
algodéao, alcool e isqueiro para flamejar o material que serve a colheita. No caso da colheita de
amostras destinadas a andlise fisico-quimica, sensorial e de textura, o material utilizado na recolha

estava limpo, seco e isento de qualquer tipo de odores.

A amostragem foi realizada tendo em conta o formato cilindrico achatado e o tamanho do queijo a

analisar, optou-se assim pelo método de amostragem de remogdo de uma seccédo do queijo cortada
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desde o centro até & casca, resultando numa fatia radial de espessura suficiente (IDF 50:2008).

Todas as por¢cbes de amostra foram colhidas em quantidades semelhantes entre si.

Apés a toma da amostra, é preciso ter dois cuidados: um, que respeita a analise fisico-quimica; outro,
a analise microbiolégica. No primeiro caso, o Unico cuidado que importa ter € que se evite a
evaporacao da humidade, o que iria falsear o resultado quanto a composicéo global (Sa & Barbosa,
1990). Assim, para defender a amostra da evaporacdo guardou-se a mesma envolvendo-a em sacos
plasticos adequados. No segundo caso, € necessdrio, além disto tirar uma amostra em condi¢cbes
assépticas. Assim, o material deve ser limpo e esterilizado. De notar que o material de colheita de
amostras, mesmo esterilizado, deve ser flamejado no momento de ser utilizado e arrefecido no
proprio alimento, mas ndo no ponto de colheita da amostra (Sa & Barbosa, 1990). Imediatamente
apos a colheita, a amostra deve ser devidamente acondicionada em invélucro plastico (NP-
1828:1982). Acresce ainda que se teve o cuidado de ndo comprimir ou ralar a amostra e muito menos

se procedeu a remogado da casca no momento da colheita (IDF 50:2008).

Caso as amostras se destinem as analises microbioldgicas, devem ser colhidas primeiro as que se
destinam a microbiologia, por recurso a técnicas assépticas e a material esterilizado, relativamente
aquelas que se destinam as avaliac8es fisico-quimica, bioguimica e sensorial (Sa & Barbosa, 1990).
Assim, as amostras para avaliacdo microbioldgica foram colhidas em primeiro lugar usando técnicas
asséticas, ou seja, a amostra foi tomada ao abrigo de correntes de ar, tdo rapidamente quanto
possivel e com cuidado para ndo contatar com nenhum objeto circunvizinho. As maos do
interveniente da colheita foram limpas e desinfectadas. Esterilizou-se o utensilio de corte que serve a
colheita molhando-o com algoddo embebido em 4&lcool etilico a 96% fazendo-o passar,
posteriormente, pela chama néo fuliginosa para queimar o alcool. Posto isto, as amostras foram
colhidas de modo semelhante as colheitas destinadas as andlises fisico-quimicas e sensorial e em
duplicado, sendo a quantidade retirada cerca de 100g ou superior. Uma vez que a andlise nao foi

realizada imediatamente apds a toma da amostra, esta foi introduzida no frio sem mais delongas.

Durante o transporte para o laboratério as amostras foram conservadas por controlo da temperatura
entre 2°C e 5°C, mediante o0 uso de acumuladores térmicos no interior da geleira de parede dupla, de
modo a evitar o desenvolvimento ou a destruicdo dos microrganismos antes da analise. A
temperatura de armazenamento durante o transporte deve ser atingida o mais rapidamente possivel
apés a colheita, e a sua manutencdo até a entrega no laboratério deve ser conseguida, para
preservacao das caracteristicas do alimento, ou seja, para que o estado das amostras se mantenha
inalterado desde o momento da amostragem até ao momento de inicio do ensaio laboratorial. Visto
dever sempre considerar-se 0 bindmio tempo/temperatura e ndo estes dois parametros
independentes entre si, considerou-se o envio para o laborat6rio no mais curto espacgo de tempo, ndo
superior a 24 h (NP-1829:1982).
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Uma vez no laboratério, as amostras do queijo amanteigado de S&o Jodo foram congeladas a -18°C,
para as andlises fisico-quimicas, ou refrigeradas até 5°C positivos, para o caso especifico da
caracterizacdo microbioldgica, da avaliagdo sensorial, de textura, pelo teste de Andlise de Perfil de
Textura, e da cor. Imediatamente antes da analise fisico-quimica, descongelou-se o queijo a cerca de
2 e 5°C. Assim que a amostra atingia um estado que permitia 0 seu manuseamento, submetia-se uma
determinada quantidade de queijo a uma trituracéo, apds remocao da casca, uma vez que a amostra
se esfarelava facilmente, resultando numa mistura homogénea, em que qualquer porcdo removida
correspondia a uma parte representativa de todas as sec¢fes do queijo. A maioria dos ensaios foram

realizados a 20°C.

No que concerne as analises microbiologicas, a preparacdo da amostra foi executada com os devidos
cuidados de assepsia. Assim, utilizando-se bisturi ou faca, pesou-se uma quantidade de amostra para
um copo ou erlenmeyer de boca larga, devidamente esterilizado e tapado com folha de aluminio.
Adicionou-se um volume de solucdo diluente apropriado que, apds conveniente agitacdo manual,

permitiu medir a mistura com a pipeta (NP-1829:1982).

2.4 Métodos

2.4.1 Analises fisico-quimicas

2.4.1.1 Humidade e a,

Na determinacdo da humidade usou-se o método gravimétrico (AOAC, 1990, método 948.12), sendo
a diferenca de massas da amostra determinada apds secagem em estufa a 103+2°C, repetida até
peso constante. Os resultados foram expressos relativamente a amostra humida e em %(m/m). A
determinacdo da humidade foi efetuada de modo a permitir exprimir todas as concentracdes em
relacdo a matéria seca (m.s.). A matéria seca (%) representa a diferenca entre o teor de humidade
(%) e 100.

O parametro a,, adimensional, foi determinado por higrometria, utilizando o aparelho rotronic -

Hygroskop DT, medidor da atividade da agua.

2.4.1.2 Cinza

Neste método de andlise utilizou-se o método gravimétrico (AOAC, 1990, método 935.42) que
consiste na incineracao da amostra de queijo, resultando na oxidacdo completa da matéria organica
por calcinacdo a uma temperatura ndo inferior a 550°C, durante duas horas. ApoOs este periodo,
arrefeceu-se a amostra num exsicador e determinaram-se a quantidade de cinzas na amostra. Os

resultados foram expressos em % (m/m).
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As cinzas representam o teor total de elementos minerais que resulta da destruicdo total do teor
organico por calcinacdo, sendo que a sua preparacdo corresponde ao passo inicial do procedimento
para caracterizacao elementar por espetrometria de absor¢éo atomica.

2.4.1.3 Azoto total e proteina bruta

O azoto total determinou-se pelo método Kjeldahl (IDF 25:2008). Foi utilizado um digestor Tecator
2006 e um destilador Tecator Kjeltec 1002. Na determinacdo deste parametro, a amostra foi
submetida a uma mineralizagdo com &cido sulfarico 95-97% (m/m), a quente, na presenca de uma
mistura catalisadora metdlica, sulfato de potassio e sulfato de cobre. A digestéo leva a conversao de
todo o azoto organico em ido amoénio, que é posteriormente convertido em amoniaco, por adicdo de
hidréxido de sddio, destilado em corrente de vapor com excesso de solugéo de acido bérico, sendo
este posteriormente doseado, por titulacdo, com acido cloridrico ou acido sulfdrico, ambas as

solucdes de 0,02N. O teor em azoto é calculado a partir da quantidade de ido amonio produzido.

A proteina bruta foi determinada por quantificacdo do azoto total pelo método acima descrito e
convertendo este valor em proteina bruta através da multiplicacéo da percentagem de azoto total pelo
fator de converséo 6,38, conforme disposto na IDF 25:2008 e considerando que a totalidade do azoto

esta na forma proteica.

Os resultados foram expressos em % (m/m).

2.4.1.4 Cloretos

Este método baseou-se no método de titulacdo potenciométrico estabelecido na IDF 88:2006 e no
método argentimétrico (método de Mohr), em que uma por¢cdo de amostra foi suspensa em agua
destilada quente, sendo esta suspenséo acidificada com &cido nitrico 4M, neutralizada com solugdo
de hidréxido de sédio, na presenca de fenolftaleina, seguindo-se, posteriormente, a titulacdo dos ides
cloreto com uma solugdo de nitrato de prata 0,1M, na presenca de cromato de potassio como
indicador de iBes cloreto presentes. O cloreto de prata formado é quantitativamente precipitado antes
da visualizacéo da cor péssego obtida devido & formag&o do cromato de prata. Os resultados foram
expressos em % (m/m) de ifes cloreto, de acordo com o caderno de especificacdes relativo ao Queijo

do Pico.

2.4.1.5 Gordura

Este método de andlise consiste na separacdo da matéria gorda da amostra por decantacao liquido-
liquido de misturas bifasicas constituidas por liquidos imisciveis de densidades diferentes, apds
dissolucdo das proteinas do queijo pelo &cido cloridrico (AOAC, 1990, métodos 933.05 e 905.02),

sendo o teor de gordura calculado por gravimetria. A separacao do conjunto das substancias lipidicas
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é facilitada pela adicdo de uma pequena quantidade de alcool etilico, conjuntamente com lavagens

sucessivas em hexano.

Pesou-se cerca de 1g, até a mg, na balancga analitica (Mettler Toledo AB204) para erlenmeyer de 100
mL. Posteriormente, adicionou-se 9 mL de agua destilada e 1 mL de NH4OH (25% m/m NHs).
Misturou-se completamente e aqueceu-se a mistura a temperatura baixa até amaciamento efetivo da
caseina e neutralizou-se com HCIl. Em seguida, juntaram-se 10 mL de HCI 37% (m/m), cobriu-se o
recipiente com vidro de reldgio e aqueceu-se até a ebulicdo durante 5 min. Deixou-se arrefecer até
temperatura ambiente e transferiu-se a mistura para ampola de decantacdo. Lavou-se a mesma com
10 mL de etanol, conjuntamente com 20 mL de hexano. Apds repouso da mistura para
desaparecimento da emulsdo, procedeu-se a decantacdo. A fase organica foi lavada por mais duas
vezes consecutivas com 15 mL de hexano. Juntaram-se as fases organicas resultantes e evaporou-
se 0 hexano em banho a 60°C. Posteriormente, secaram-se todas as frac¢des de gordura obtidas em
estufa (WTB binder E28) a 103 + 2°C, durante 30 minutos. Apds este periodo, arrefeceu-se no

exsicador e pesou-se, registando-se o peso. Os resultados foram expressos em % (m/m).

2.4.1.6 Lactose

O método analitico consiste na dispersdo da amostra de queijo em agua, seguida de defecacao pelo
sulfato de zinco e pelo ferrocianeto de potassio e filtracdo, seguida de adicdo de uma solucdo cuprica
e determinacdo gravimétrica do precipitado de 6xido cuproso formado por acdo redutora da lactose
segundo a técnica de Munson e Walker (NP 2104:1988).

A uma dispersdo de cerca de 5 g de queijo em 100 mL de &gua quente destilada a 70 °C,
adicionaram-se 2 mL de solucdo de sulfato de zinco e 2 mL de solucéo de ferrocianeto de potéassio,
sob agitacdo vigorosa, para defecacdo da amostra, perfazendo-se o volume a 200 mL, tendo-se
filtrado posteriormente a solugdo. A 100 mL do filtrado obtido adicionaram-se 25 mL de sulfato de
cobre e 25 mL de solugdo alcalina tartarica, aquecendo-se a mistura durante 6 minutos apos a
ebulicdo. Apds ligeiro arrefecimento, filtrou-se a presséo reduzida, ainda a quente, para um cadinho
tarado, previamente lavado com solugéo diluida de &cido nitrico e 4gua quente, seco em estufa e
arrefecido em exsicador. Usou-se agua destilada a 60°C para lavagem. Os cadinhos usados na
filtracdo foram secos em estufa a cerca de 103 + 2°C, arrefecidos no exsicador e registou-se o seu

peso.

Os resultados obtidos foram convertidos, com o auxilio de tabelas, em lactose hidratada, por
verificacdo da massa corrigida correspondente de 6xido cuproso e célculo posterior de acordo com a
férmula disposta na NP 2104:1988.
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2.4.1.7 pH

A medicéo de pH foi realizada pelo método potenciométrico. Pesaram-se c. 5 g de amostra de queijo,
adicionaram-se 50 mL de agua destilada a 40°C e agitou-se vigorosamente a solugdo, durante 15
min, pelo que se procedeu a leitura do pH.

2.4.1.8 Acidez

Este método analitico consistiu na neutralizacdo dos acidos livres contidos no queijo, por solugéo
alcalina titulada de acordo com o método volumétrico (AOAC, 1990, método 920.124). A 5 g de
amostra de queijo, adicionaram-se 50 mL de agua destilada a 40°C e agitou-se vigorosamente a
solucdo até completa homogeneizacdo, tendo-se procedido, posteriormente, a sua filtracdo.
Titularam-se 25 mL do filtrado, correspondentes a 2,5g de amostra, com solu¢do aquosa NaOH 0,1N,
em presenca de fenolftaleina, até obter um tom rosa palido. Os resultados foram expressos em %
(m/m) acido lactico, sabendo que 1 mL de solucdo 0,1N NaOH corresponde a 0,0090 g de acido
lactico.

2.4.1.9 Elementos minerais (Ca, Na, K, Mg)

As cinzas foram submetidas a digestdo a quente com acido nitrico de acordo com IDF 119:2007. A
determinacdo dos metais (calcio, sédio, potassio e magnésio) nas solucdes digeridas dos queijos (ou
nas suas diluicdes, quando necessario) foi efectuada por espetrofotometria, num espetrémetro de
absorcdo atémica (Solaar M Series, Themo Scientific), por atomizacdo em chama de ar-acetileno ou
acetileno/protéxido de azoto, sendo que a sua absorcdo foi medida em comprimentos de onda

especificos de cada metal.

A calibrac@o efetuada aquando da medicdo dos metais, foi realizada recorrendo a solu¢des padréo
monoelementares, preparadas com os reagentes utilizados nas extraces. Estas solu¢des padrdo foram
preparadas a partir de solugdes de 1000 mg.L™, certificadas. Em todas as metodologias que envolveram a
determinac@o de metais, foi utilizada dgua desionizada, sendo todo o material previamente lavado com
uma solugdo de Acido nitrico 2M (em contato durante 24h) e com 4gua desionizada.

2.4.1.10 Fésforo total

Digestdo a quente com acido sulfdrico (95-97%, m/m) e perdxido de hidrogénio (30% m/v) (IDF
33:2010). Os fosfatos do digerido foram determinados por espetrofotometria de absor¢cdo molecular,
através da formacéo de um complexo corado com uma solucéo de molibdato de aménio, na presenca

de &cido ascérbico e de tartarato de potassio e antiménio (Watanabe e Olsen, 1965).
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2.4.2 Avaliacdo da protedlise

O grau de protedlise foi avaliado aos 8, 17, 28 e 40 dias de cura, através da andlise das fracbes
azotadas.

2.4.2.1 Azoto solavel em agua (WSN)

A fracdo WSN foi obtida por homogeneizacdo da amostra de queijo com agua de acordo com o
método descrito em Kuchroo & Fox (1982), com as modificagcbes descritas em Silva (2000).
Sumariamente, uma toma de 10 g de queijo ralado foi macerada com 100 mL de agua destilada a
40°C, durante 5 min. O homogeneizado foi aquecido em banho de agua a 40°C por 1 h, sendo
posteriormente centrifugado a 3000 g durante 45 min; o sobrenadante foi filtrado, com recurso a papel
de filtro Whatman n.° 40 ou equivalente, tendo sido conservado no frio até andlise. O azoto solivel
em agua foi determinado no filtrado pelo método de Kjeldahl, tendo-se utilizado aliquotas de 10 mL do
filtrado.

O teor em azoto do extrato aquoso do queijo foi expresso por unidade de massa de azoto total (TN),
sendo indicado como WSN/TN.

2.4.2.2 Azoto nao proteico (TCASN)

A obtencdo da fracdo solavel em acido tricloroacético (TCA) a 12% de concentracdo final (TCASN)
baseou-se no método descrito por Silva (2000). Assim, uma fracdo foi preparada por adi¢cdo de 20 mL
de uma solucdo aquosa de 24% TCA (m/v) a 20 mL do extrato solUvel em agua; a mistura foi agitada
e mantida no frio durante 24 h para precipitacdo seletiva dos componentes azotados, sendo
posteriormente filtrada através de papel de filtro Whatman n.° 40 ou equivalente. Aliquotas de 15 mL

a 20 mL de filtrado foram analisadas pelo método de Kjeldahl.

O teor em azoto sollivel em TCA a 12% do queijo foi expresso por unidade de massa de azoto total
(TN), sendo indicado como TCASN/TN.

2.4.2.3 Azoto aminoacidico (PTASN)

O teor em azoto soltvel em acido fosfotungstico (PTA) a 5% de concentragéo final (PTASN) baseou-
se no método descrito por Silva (2000). Foi preparada uma fracdo por adi¢do de 14,0 mL de &cido
sulfdrico 3,95M e 6,0 mL de PTA a 33% (m/v) a 20 mL do extrato solivel em agua. A mistura foi
agitada e mantida em frio durante 24 h para precipitacao seletiva dos compostos azotados, sendo
posteriormente filtrada através de papel de filtro Whatman n.° 40 ou equivalente. Aliquotas de 15 mL
a 20 mL de filtrado foram analisadas pelo método de Kjeldahl.
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O teor em azoto solivel em PTA a 5% do queijo foi expresso por unidade de massa de azoto total
(TN), sendo indicado como PTASN/TN.

2.4.2.4 Azoto amoniacal (NHg)

O teor em azoto amoniacal (NHs) baseou-se no método Kjeldahl (IDF 25:2008), eliminando-se o
passo da digestdo da amostra. O azoto amoniacal presente em aliquotas de 30 mL a 40 mL do
extracto soluvel em agua, nao digerido, € destilado e doseado por titulagao.

O teor em azoto amoniacal do queijo foi expresso por unidade de massa de azoto total (TN), sendo
indicado como NH3/TN.

2.4.3 Analises Microbioldgicas

Aos 17 dias de maturacdo, efetuou-se a recolha de aproximadamente 100 g de cada amostra de
gueijo Sao Jodo, em condicdes de assepsia, para sacos estéreis e transportou-se as amostras para o
laboratério em recipiente isotérmico, tendo-se procedido e contagem de totais viaveis a 30°C,
Enterobacteriaceae, Estafilococos coagulase positiva, bolores e leveduras. Também se pesquisou a
presenca de microrganismos patogénicos no queijo, nomeadamente, Escherichia coli, Salmonella

spp. e Listeria monocytogenes, de acordo com as normas em vigor.

A preparacdo das amostras foi efectuada de acordo com a NP 1829, tendo-se utilizado aparelhos e
utensilios de material inerte, limpo e esterilizado. Esta preparacéo foi efetuada de modo a conduzir a
uma perfeita uniformidade da distribuicdo dos microrganismos e com os indispensaveis cuidados de

assepsia de modo a evitar qualquer contaminag&o.

A suspensdo inicial e a série de diluicdes decimais foram preparadas de acordo com a ISO 6887-1

(1999). A contagem de microrganismos foi realizada seguindo a ISO 8199 (2005).

A contagem de microrganismos totais viadveis a 30°C foi realizada ap6s inoculacdo de 1 mL da
suspensdo-mae e das respetivas diluicbes decimais, por incorporacdo, em meio de cultara PCA
(“Plate Count Agar”, Becton, Dickinson and Company) e incubagdo a 30°C durante 72h (NP
4405:2002). As Enterobacteriaceae foram determinadas apés incorporacdo de 1 mL da suspenséo-
mae em meio sélido de bilis, cristal-violeta e glucose (VRBGA, Biokar Diagnostics) e incubacdo a
37°C durante 24h de acordo com NP 4137:1991. De notar que as placas com meio de cultura VRBGA
solidificado foram novamente cobertas com uma camada fina do mesmo meio antes da incubacéo.
Ap6s contagem foram selecionadas cinco coldnias caracteristicas para 0s ensaios de confirmacéo
(NP 4137:1991). A contagem de bolores e leveduras (NP 1934:1986) foi efetuada, apds sementeira

de uma quantidade determinada da suspensao-mae e das respetivas diluicdes decimais (0,2 mL), em
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meio de cultura apropriado (meio Rose Bengal Chloramphenicol Agar, Biokar Diagnostics) e
incubacao das placas semeadas, durante 120 + 2h a temperatura de 23 + 2°C.

A contagem de Estafilococos coagulase positiva (ISO 6888-1:1999) foi realizada por sementeira em
superficie de uma quantidade determinada da suspensdo-mée e das respetivas diluicdes decimais
(0,2 mL), em meio de cultura apropriado (meio Baird Parker, Himedia, contendo emulséo de gema de
ovo com telurito e sulfamesatina), seguindo-se a incubacao das placas semeadas, durante 44 + 4h a
temperatura de 37 + 1°C. Depois da incubacéo, foram selecionadas as colGnias caracteristicas para

confirmacéo, pela prova da coagulase (ISO 6888-1:1999).

A pesquisa de E. coli (NP 2308:1986) foi feita por repicagem a partir de cada um dos tubos de caldo
verde brilhante (Biokar Diagnostics) que deram resultado positivo na pesquisa e contagem de
bactérias coliformes (ISO 4831:2006). Na pesquisa e contagem de bactérias coliformes, uma série de
tubos contendo caldo verde brilhante foram inoculados com quantidades apropriadas da suspenséo-
mae e das respetivas diluicbes decimais, sendo incubados a 30 + 1°C. ApOs 24 + 2h e 48 * 4h de
incubacao, foi feita a repicagem dos tubos considerados positivos (com turvacao e formacéo de gas),
de uma ansa com cultura para caldo verde brilhante e outra para agua peptonada (1% Peptona
(Becton, Dickinson and Company) + 0,5% NaCl), seguindo-se a incubagcédo em banho de agua a 44,5
+ 0,5°C durante 48 + 2h. Consideram-se positivos os tubos que apresentam resultados positivos
simultaneamente (verificacdo de producdo de gas no meio de cultura de caldo verde brilhante e de

producédo de indol na dgua peptonada) (NP 2308:1986).

A pesquisa de Salmonella spp. foi efetuada por fases (ISO 6579:2002). Pré-enriqguecimento por
sementeira da toma num meio liquido ndo seletivo (agua peptonada tamponada: 1% Peptona,
Becton, Dickinson and Company, + 0,5% NaCl + 0,9% Na,HPO,.12H,0 + 0,15% KH,PQ,), seguindo-
se incubacd@o a 37 + 1°C durante 18 + 2h. Enriquecimento em meio liguido seletivo Rappaport e
Vassiliadis com soja (Merck) e caldo de selenito-cistina (Merck, em substituicdo do caldo MKTTn) por
sementeira da cultura obtida no pré-enriguecimento e incubacéo, respetivamente, a 41,5°C e a 37°C,
durante 24 horas. Foi feito o isolamento de colénias tipo Salmonella de cada meio de cultura anterior
por sementeira em meios solidos seletivos, XLD (Oxoid), bismuto sulfito agar (Becton, Dickinson and
Company) e verde brilhante e vermelho de fenol (Merck), incubados a 37 + 1°C, durante 24 * 3h.
Repicagem das colbnias caracteristicas e confirmacdo, tendo em atencdo a verificacdo do
crescimento diferenciado nos meios de isolamento seletivo e nos meios de confirmacdo de acordo
com Carvalho et al., 2007.

A detecdo e contagem de Listeria monocytogenes foi realizada pelo método horizontal descrito na
ISO 11290-2:1998/Amd.1:2004, inoculando 0,1 mL de suspensdo-mde preparada em caldo de
ressuscitacao (dgua peptonada tamponada) a superficie do meio ALOA (em placas comercializadas
preparadas, Compass® Listeria Agar, Biokar Diagnostics) e incubagéo a 37°C durante 24 a 48 horas.
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Confirmacdo das coldnias caracteristicas em meio soélido (Confirm’ L. Mono Agar®, Biokar

Diagnostics).

2.4.4 Propriedades fisicas

Foi realizada a caracterizacéo fisica dos queijos Sdo Jodo do 3.° lote aos 17 dias de maturacéo,
relativamente aos tratamentos da salga aplicados, por recurso a andlise de perfil de textura e

determinacao dos parametros da cor associados a pasta e a crosta.
2.4.4.1 Analise de Perfil de Textura

A analise de perfil de textura em penetragao na pasta foi efetuada no texturémetro “Texture Analyser
Model TAHDI®” (Stable Micro Systems, Godalming, UK), no qual foram utilizados uma célula de
carga de 5 kg “Interchangeable Low Force Load Cells Model LC/5” e uma sonda cilindrica de aluminio
de 20 mm de diametro (P/20), a temperatura de 20 + 1 °C. As condicGes de teste programadas foram
velocidade de teste 1,00 mm.s™, tempo de repouso entre o primeiro e o segundo ciclo 5 s,
profundidade de penetracdo da sonda 10 mm de acordo com Alvarenga (2008). Dos texturogramas
forca-tempo (minimo de 5 réplicas para cada queijo) obtidos pelo teste TPA, determinaram-se os
pardmetros da dureza (N) e adesividade (-N.mm), a partir dos quais foi calculada a coesividade

(adimensional) (Alvarenga, 2008).
2.4.4.2 Cor

A andlise da cor foi realizada utilizando um colorimetro CR-300® (Minolta, Osaka, Japan). A
determinacdo das coordenadas L*, a* e b* foi efetuada de acordo com o sistema definido pela
“Comission Internationale de L’éclairage — CIE 1976 L*a*b* Uniform Colour Space” usando, para
calibragdo, o branco padrédo (L* = 97,10; a* = -4,88; b* = 7,04), em que L* representa a luminosidade
da cor que varia entre zero (negro) a 100 (branco), a* corresponde a variagdo verde a vermelho (-60
€ verde e +60 é vermelho) e b* corresponde a tonalidade situada entre azul e amarelo (-60 € azul e
+60 é amarelo) (Alvarenga et al., 2008, 2011). Em cada queijo e respetivo duplicado foram realizadas

10 medig¢Bes a pasta, juntamente com outras 20 junto a crosta (interior e exterior).
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2.4.5 Anéalise Sensorial

Aos 17 dias de maturacdo, foram realizadas duas provas triangulares aos dois primeiros lotes

fabricados e um teste de aceitabilidade do produto ao terceiro lote produzido.
2.4.5.1 Prova Triangular

Procedeu-se a realizacdo do teste triangular para deteccao das diferencas relativas aos tratamentos
de salga aplicados ao queijo Sdo Jodo, nos dois primeiros lotes ao 17.° dia de maturacdo, no intuito
de identificar qual a amostra diferente dentro de um conjunto de diversas propriedades sensoriais. O
painel foi constituido por 30 membros (18 femininos e 12 masculinos, em que a média do grupo de
idades se situou, maioritariamente, entre os 18 e os 30 anos dentro de um quadro de idades que
variou entre 18 e mais de 51 anos) que foram selecionados com base na vontade e na disponibilidade
em participarem na prova sensorial. Os provadores foram alunos de licenciatura, mestrado e de
doutoramento, essencialmente, e ainda, bolseiros, docentes e pessoal pertencente ao quadro de
funcionarios da FCT-UNL. De um modo geral, os provadores ndo foram informados dos detalhes
inerentes a este projeto e também nado estavam familiarizados com as caracteristicas do queijo de
Sado Jodo, pelo que lhes foi dado uma explicacdo prévia relativa ao produto. Foram-lhes dadas
diferentes amostras comerciais do queijo padrdo, bem como amostras experimentais tendo-se
procedido da seguinte forma para o teste do tridngulo: amostras respeitantes a dois queijos diferentes
foram agrupadas num conjunto de trés, sendo duas iguais e uma diferente, com seis possibilidades
de sequenciacao diferentes num total de 30 testes para cada tipo de tratamento de salga aplicado, de
acordo com o ponto 7.1 da norma BS ISO 4120:2004. Foram realizadas duas sessdes no dia da
prova, sendo uma de manha e outra a tarde, passado um periodo de tempo minimo de uma hora
relativamente a Ultima refeicdo dos provadores. As amostras foram apresentadas em cubos de cerca
de 1,5 cm® & temperatura ambiente (18 + 2°C), em pratos brancos de plastico, dispostas da esquerda
para a direita, tendo-lhes sido atribuido um cédigo numérico aleatério de trés digitos. Os provadores
foram instruidos a que avaliassem as amostras pela ordem em que elas |hes fossem apresentadas,
tendo o cuidado de enxaguar a boca com agua, entre provas, utilizando para isso um copo de pléastico
de 100 mL, com agua, colocado a sua disposicdo. No final pediu-se para que indicassem na folha de
prova (vide Anexo I.A) a amostra que considerassem diferente relativamente aos atributos do sabor,
textura e cheiro sobre a aparéncia do queijo, tendo sido incluida também uma seccéo destinada a
comentérios no final do mesmo questionario. Para reconhecimento de uma diferenca apreciavel entre
amostras controlo e experimental, foram contabilizadas o numero de respostas corretas,
determinando-se, posteriormente, se este ndmero era ndo inferior ao nUmero minimo dado pela
tabela estatistica de referéncia disposta no Anexo A da BS ISO 4120:2004, para um nivel de

confianca de 95%.
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2.4.5.2 Avaliacédo hedonica

Quarenta e dois provadores participaram no teste de aceitabilidade (em que as médias de idade se
situaram entre 18 e 30 anos dentro de um quadro de idades que variou entre 18 e mais de 51 anos).
Os provadores foram essencialmente estudantes de licenciatura, mestrado e de doutoramento, e
ainda bolseiros, docentes e pessoal pertencente ao quadro de funcionarios da FCT-UNL, que foram
selecionados com base na vontade e na disponibilidade em participarem na prova sensorial. Os
provadores avaliaram as amostras de queijo de um modo semelhante ao descrito no ponto anterior,
tendo sido realizados 30 testes de aceitacdo para cada modalidade de ensaio, inclusivamente a
amostra padrdo. Todas as amostras foram preparadas no proprio dia, tendo sido servidas a
temperatura ambiente (18 + 2°C). As amostras foram apresentadas em cubos de 1,5 cm® num prato
branco de plastico, tendo sido rotuladas com um cédigo numérico aleatério de trés digitos. Foi
providenciado enxaguamento da boca entre amostras. Foi solicitado aos provadores que pontuassem
as amostras, ap6s degustacédo, relativamente aos atributos da aparéncia, cor, textura, consisténcia,
sabor, cheiro e pasta numa escala de 9 pontos (1 = desgosto totalmente a 9 = gosto totalmente;
Kamleh et al.,, 2012). A qualidade global foi calculada a partir da média respeitante as sete
propriedades sensoriais avaliadas. Os provadores foram incitados a descrever quaisquer defeitos
detetados ao longo da avaliacéo, relativos a aparéncia (p. ex.: seca, himida, fissuras), pasta (p. ex.:
presenca de olhos, quebradica, esponjosa, pastosa, dura) e sabor (p. ex.: acido, amargo, metalico,
salgado, picante, fermentado e azedo) (adaptado de Katsiari et al., 1997). A ficha de prova (vide
Anexo |.B) quantitativa, utilizada para obtencédo da aceitacdo comercial dos queijos com tratamentos

de salga diferentes, apresenta-se na Figura 2.3.
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QUALIDADE GLOBAL:

Aparéncia |12 | 2 | 3] 4 ]5 ] 6 | 7] 8] 9]
Cor |12 | 2 | 3 [ 4] 5 ]| 6 | 7] 8] 9|
(branca a amarela

ténue)

Textura 1 | 21 3] 415 16 | 7] 8] 9]
(irregular, pouco

compacta)

Consisténcia |12 ] 2 | 3] 4] 5 ] 6 | 7] 8] 9|
(mole, pastosa)

Sabor |12 | 2 | 3 [ 4] 5 | 6 | 7] 8] 9|
Cheiro ‘ 1 ‘ 2 ‘ 3 | 4 | 5 ‘ 6 ‘ 7 ‘ 8 ‘ 9 ‘
Pasta ’ 1 ’ 2 ’ 3 | 4 | 5 ‘ 6 ‘ 7 ‘ 8 ‘ 9 ‘

(amanteigada)

Comentarios™:

“ Descreva possiveis defeitos que tenha detectado ao longo da apreciacgéo, relativos a aparéncia (p. ex.: seca, himida,
fissuras), pasta (p. ex.: presen¢a de olhos, quebradica, esponjosa, pastosa, dura) e sabor (p. ex.: acido, amargo,
metalico, salgado, picante, fermentado e azedo).

Figura 2.3 — Ficha de prova quantitativa utilizada para obtencéo da aceitacdo comercial do produto (1

= desgosto totalmente a 9 = gosto totalmente).

2.4.6 Analise Estatistica

Os valores médios e respetivos desvios padrdo para cada parametro experimental, associados a
caracterizagéao fisico-quimica, bioguimica, microbioldgica, fisica e sensorial, foram obtidos a partir de
duplicados de oito queijos experimentais, referentes a duas tipologias de salga por
reducao/substituicdo de cloreto de sodio, e de duas amostras de queijo controlo. De salientar que
para as contagens viaveis dos diversos grupos microbianos foi necessario efetuar a transformacéo
logaritmica para garantir uma distribuicdo independente e normal dos resultados, tal como requerido

para a validacdo desta analise.

Todos os dados experimentais obtidos foram avaliados mediante a Analise de Variancia utilizando o
software Analysis Toolpack para o Windows (suplemento do Microsoft Excel, 2010). Sempre que

foram identificadas diferencas significativas (P<0,05) entre tratamentos de salga, 0s respetivos
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valores médios eram comparados dois a dois pelo teste T-Student. Também, apds determinacéo de
diferengas significativas (P<0,05) entre tempos de maturagdo, aplicou-se ANOVA-fator Unico para

comparacao dos respetivos valores médios entre pares de dias de cura analisados.
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CAPITULO 3 — RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Tragado Experimental

Foram fabricados queijos S&o Jodo, a partir de leite pasteurizado, nos quais foram aplicados
diferentes tratamentos de salga (m/m) na massa da coalhada: 100% NaCl (amostra controlo),
3NaCl:1KCl, 1NaCl:1KClI, 1NaCl:3KCl, 100%KCI, 75%NacCl, 50%NacCl, 25%NacCl, e isen¢do total de

NaCl. Os queijos foram posteriormente curados a 11°C durante 40 dias.

O primeiro lote de fabrico, designado por A, foi constituido por 56 queijos, correspondentes a 14
queijos por colheita efetuada ao longo da cura, com seis modalidades experimentais até 75% de
reducdo/substituicio de sal, mais uma modalidade controlo. No segundo lote (B) fez-se uma
alteracdo respeitante ao acrescento de mais duas modalidades de fabrico experimentais, queijo
salgado apenas com KCI e queijo isento de sal, contabilizando um total de 72 queijos,
correspondentes a 18 queijos por colheita. Por fim, fabricou-se um terceiro lote (lote C) com 18
gueijos experimentais, similar ao lote B em modalidades constituintes, para uma Unica colheita. Cada
modalidade foi composta por dois queijos. Foi atribuida uma codificacdo alfanumérica a cada

modalidade de ensaio de modo a permitir a sua disting&o.

Tabela 3.1: Codificacdo identificativa alfanumérica atribuida aos queijos experimentais.

Cabdigo Modalidade de salga (m/m) Cédigo Modalidade de salga (m/m)
C 100% NacCl
Al 3NaCl:1KCl A2 75% NaCl
Bl 1NaCl:1KCI B2 50% NaCl
C1 1NaCl:3KClI Cc2 25% NaCl
D1 100% KCI D2 0 % NaCl

A colheita das amostras foi realizada aos 8, 17, 28 e 40 dias de maturacéo e, apds o transporte das
amostras em caixas isotérmicas para o laboratério, procedeu-se as andlises laboratoriais para
caracterizagéao fisico-quimica, mineral e avaliacdo da protedlise ao longo da maturagéo, e estudo da
sua variacdo entre modalidades de ensaio de reducdo/substituicdo de cloreto de sodio. A
caracterizacéo fisico-quimica e mineral consistiu na determinacdo da humidade, proteina, cloretos,
cinza, matéria gorda, lactose, acidez, pH e a,, € minerais, como o sddio, potassio, calcio, magnésio e
fosforo, segundo métodos normalizados ou internos. A protedlise foi avaliada por fracionamento do
azoto soltivel em agua (WSN), em &cido tricloroacético (TCASN) e acido fosfotingstico (PTASN) e
azoto amoniacal, tendo-se expresso todas as fragdes azotadas em % do azoto total, para medida dos

indices de extenséo e profundidade da protedlise.

Pelo facto da Queijaria do Pico ter atribuido uma cura minima de 17 dias para a comercializagdo do

queijo tradicional de S&o Jodo de leite pasteurizado, analisaram-se 0s diversos queijos experimentais

C.P. Soares (2012). Influéncia da reducéo de sal nas propriedades do queijo de S&o Jodo da ilha do Pico 55



Capitulo 3 — Resultados e Discussao

N

neste periodo de maturagdo, relativamente a sua seguranca microbioldgica, aos parametros de
gualidade associados aos atributos sensoriais e as propriedades fisicas do produto, no intuito de
perceber a viabilidade deste produto alternativo para determinados nichos de mercado e verificar até
gue ponto a reducado de sal neste queijo é exequivel. Assim, para avaliar a seguranga alimentar de
todas as modalidades de reducdo/substituicdo de sal no momento do seu consumo realizaram-se
analises microbioldgicas nas 24 horas subsequentes a recolha das amostras, nos lotes A e B. As
analises microbiologicas incluiram a contagem de totais vidveis a 30°C, Enterobacteriaceae,
Staphylococcus aureus, bolores e leveduras e pesquisa de microrganismos patogénicos, Escherichia
coli, Salmonella spp. e Listeria monocytogenes. Ainda nesta fase de maturacdo, procedeu-se a
avaliacdo sensorial dos dois primeiros lotes produzidos, tendo para isso realizado a prova triangular
para detecdo das diferencas, com o objetivo de investigar se as alteracdes imprimidas a nivel
tecnoldgico incorriam em diferencas apreciaveis nos queijos experimentais finais comparativamente
ao queijo padrdo no que concerne as propriedades do sabor, textura e cheiro sobre a aparéncia do

queijo.

O terceiro lote produzido, lote C, destinou-se a avaliacdo de parametros de qualidade do produto
relativos as propriedades fisicas e sensoriais aos 17 dias de cura. A caracterizacao fisica dos queijos
foi realizada por recurso a analise de perfil de textura (TPA) tomando como parametros indicadores
do comportamento mecanico, a dureza, a adesividade e a coesividade. A cor foi medida utilizando o
sistema de coordenadas L*a*b*. Este estudo foi ainda complementado, através de provas sensoriais,
por meio da avaliacdo heddnica de todos o0s queijos experimentais, inclusivamente da amostra
padrdo, numa escala de 9 valores, segundo a tabela de apreciacdo criada no &mbito do estudo para o
gueijo Sao Joao, tendo sido apreciados os atributos da aparéncia, cor, textura, consisténcia, sabor,
cheiro e pasta.

A andlise estatistica foi efetuada com o software Analysis Toolpack para o Windows para um nivel de
confianca de 95% e teve como principal objetivo a comparacéo dos valores obtidos entre queijos

experimentais referentes as duas tipologias de reducdo de sodio e, também, dos queijos

experimentais com a amostra controlo.

3.2 Propriedades composicionais e fisico-quimicas

A influéncia da substituicdo de NaCl por KCI e reducéo simples de Na na composi¢do quimica ao
longo da maturacdo do queijo S&o Jodo é apresentada na tabela 3.2. A ANOVA demonstrou que
todas as variaveis dispostas, respeitantes a composicao nutricional, resultaram significativamente
diferentes (P<0,05) ao longo da maturacéo, a excecdo da matéria gorda. Ao longo da cura, os teores
de humidade e proteina desceram enquanto o teor mineral (cinza) aumentou, para 0 mesmo
tratamento de salga. Neste estudo, ndo se verificaram diferencas significativas (P>0,05) na humidade,
proteina e matéria gorda entre queijos controlo e queijos experimentais, para o0 mesmo periodo de

maturacdo, com excecao do parametro proteico, no lote B, para os 8 dias de cura.
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De um modo geral, a humidade dos lotes A e B apresenta uma tendéncia decrescente ao longo da
maturacdo, como seria de esperar, com excecao do lote B aos 40 dias, facto que poder-se-a dever as
condigbes de temperatura durante o transporte dos queijos para o laboratério. A semelhanca da
humidade, a proteina revelou uma ligeira tendéncia descendente, por vezes significativa (P<0,05), ao
longo da cura, apesar de apresentar algumas oscilacdes, principalmente no lote B. A reducdo de
sodio por substituicdo com cloreto de potassio, ou por reducédo simples gradual do sal ndo afetou
significativamente a humidade e a proteina, esta Ultima a partir dos 17 dias de cura, ao longo da
maturacdo, pese embora, seja possivel observar-se, no geral, um aumento do teor em humidade e
uma diminuicdo do teor proteico ao longo das modalidades de queijos associadas a salga por mistura
NaCl/KCI, bem como uma diminuicdo da humidade e um aumento da proteina nas modalidades de

queijo associadas a reducédo simples gradual de sédio até aos 28 dias de cura.

Nao foram verificadas diferengas significativas nos niveis de humidade entre os queijos controlo e os
queijos experimentais de mistura NaCIl/KCl e de reducdo gradual isolada do sal para o mesmo
periodo de maturacdo. Contudo, verificou-se que 0s queijos experimentais salgados com mistura
NaCl/KCl apresentam niveis de humidade ligeiramente mais elevados comparativamente aos queijos
de reducdo simples gradual até cerca de 4 semanas de cura (Figuras 3.1 e 3.2), devido a maior
capacidade de retencdo de agua pela matriz proteica dos queijos salgados com adicédo gradual de
KCI (Guinee & Fox, 2004), com excecao dos queijos salgados com mistura NaCI/KCI (1:3 e 1:1) aos 8
e 40 dias de cura. Esta tipologia de queijos exibiu uma estrutura mais porosa no seu interior a medida
gue a quantidade de KCI na mistura aumentou, o que resultou no inchamento da massa uma vez que
0s poros continham agua livre ao longo da matriz (Guinee & Fox, 2004). Como consequéncia, 0s
gueijos salgados com mistura NaCl/KCl e KCI apenas revelaram um teor proteico inferior
comparativamente as modalidades de ensaio associadas a reducao gradual simples, principalmente
nas duas primeiras semanas, provavelmente devido a maior dificuldade no esgotamento do soro
inerente a estes queijos, ao longo da maturacdo (Martins, 2012). A partir dos 17 e 28 dias de cura, as
modalidades de ensaio por substituicdo/reducdo de cloreto de sodio apresentaram valores de
proteina mais préximos entre si devido a perda de humidade, por expulsdo da agua intermédia, nos
gueijos salgados com KCI, facto que resultou numa textura mais compacta (Ayyash et al., 2011)
observada nos queijos Sado Jodo, por fusdo da massa através de unides mais coesas entre as
moléculas de caseina motivadas pelo processo enzimatico da protedlise (Sa & Barbosa, 1990).
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Figura 3.1 — Valores médios + desvio padréo de humidade obtidos no lote A relativos aos tratamentos
da salga utilizados ao longo da maturacao.
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Figura 3.2 — Valores médios + desvio padrdo de humidade obtidos no lote B relativos aos tratamentos

da salga utilizados ao longo da maturacao.

A proteina aumenta ligeiramente ao longo das duas tipologias de redugéo de sédio (Figuras 3.3 e
3.4), seja por substituicdo ou por reducdo simples para cada dia de maturacdo analisado, com
excecdo do pequeno decréscimo ndo significativo observado na mistura (1:3) NaCl/KCl e do lote A,
aos 8 dias de cura, devido provavelmente ao esgotamento de soro que tera ocorrido na primeira
semana de maturacdo. Todos os queijos experimentais deste lote revelaram valores ligeiramente
(P>0,05) mais elevados de proteina relativamente ao controlo apenas a partir dos 17 dias. Por
analogia, no lote B, praticamente todos 0s queijos experimentais apresentaram valores superiores,
por vezes de forma significativa (P<0,05), nos queijos com reducdo em sodio superior a 75%,
comparativamente ao controlo até aos 28 dias de maturacéo. De acordo com o tratamento estatistico,
verifica-se ndo haver diferencas significativas na utilizacdo de cloreto de potassio como substituinte
até 75% e na reducdo isolada de sal até 50% no teor da proteina no queijo. A reducdo isolada de
NaCl exagerada, superior a 50%, pode retardar significativamente a degradacéo da proteina devido a
desidratacdo significativa inerente a concentracdes muito reduzidas de sal, por altera¢bes na forca
iGnica que ocorrem na matriz proteica do alimento (Ayyash et al., 2011; Cruz et al., 2011; Guinee &
Fox, 2004).
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No decurso da maturacao, o teor de proteina oscila (P<0,05) ao longo da maturagéo no lote B, porém,
verifica-se uma ligeira queda, do teor proteico ao longo tempo (Figura 3.6), em ambos os lotes, sendo
mais visivel no lote A (P<0,05). De notar um decréscimo significativo na proteina no lote B dos 28 aos
40 dias de cura. O lote C exibiu um menor teor proteico comparativamente aos lotes A e B (P<0,05),
provavelmente devido a variacdo da composi¢ao quimica dos lotes de leite utilizado nos trés fabricos,
a qual se reflete no comportamento da matéria-prima ao longo do fabrico e que contribui para a

composic¢do quimica final do queijo.
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Figura 3.6 — Valores médios + desvio padrdo de proteina obtidos nos lotes A e B ao longo da

maturacao.

Os teores de matéria gorda encontram-se dentro dos limites dispostos nas especificacbes da DOP
para este queijo tradicional (45 a 60%, m/m), ndo revelando diferencas significativas entre os queijos
controlo e os experimentais, a semelhanca de estudos anteriores respeitantes a substituicdo parcial
de NaCl por KCI para os queijos Halloumi (Ayyash et al., 2011; Kamleh et al., 2012), Feta (Katsiari et
al., 1997) e Kefalograviera (Katsiari et al., 1998). Deste modo, os tratamentos de salga aplicados ndo
influenciaram os niveis de gordura ao longo da maturacdo dos queijos. Os queijos do lote B
apresentaram teores de gordura significativamente superiores (P<0,05) aos queijos dos outros lotes,
provavelmente devido & composicdo quimica inicial da matéria-prima utilizado no fabrico visto ter sido
detetada interacao significativa (P<0,05) entre lotes de leite utilizados e dias de maturacgéo.

Relativamente aos teores de cloretos e de cinza, verifica-se uma concentracdo do sal e do teor
mineral (P<0,05) ao longo da maturacdo dos queijos para 0 mesmo tratamento de salga. Neste
estudo, a medida que se aumentou a adi¢cdo de cloreto de potassio verificou-se um aumento
concomitante do teor de cinza, por vezes significativo (P<0,05), e, por analogia, ao reduzir
gradualmente o sal de cloreto de sédio, também se verificou um decréscimo significativo (P<0,05) do

teor de cinza no mesmo periodo de maturacao.

Nos trés lotes, para os teores de sal e de cinza ndo foram verificadas diferencas significativas entre
gueijos controlo e queijos respeitantes a redugdo dos niveis de sddio por substituicdo com cloreto de

potassio. Os queijos salgados com mistura NaCIl/KCI revelaram um contetdo em cinzas superior aos
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do queijo controlo e aos dos outros queijos experimentais, bem como uma concentracdo da cinza ao
longo da maturacéo, relativo a cada tratamento de salga aplicado (Figuras 3.7 e 3.8). Estas
observacgbes estdo em consonancia com outros resultados obtidos, por Katsiari et al. (1997 e 1998) e
Ayyash et al. (2010). De notar que, no lote B, foi observado que o teor de sal dos queijos com salga
por substituicdo NaCl:KCI (3:1) era significativamente superior ao queijos de salga convencional
(P<0,05), provavelmente devido a falta de padronizacédo na aplicagdo manual do sal nos gréos da
coalhada e respetiva homogeneizacgéo inicial (Cichoscki et al., 2002). Por sua vez, no que respeita
aos queijos referentes a reducdo simples de cloreto de soédio, foram verificadas diferencas
significativas nos teores de cloretos e de cinza (P<0,05) visto o sal ser gradualmente reduzido, a
excecdo da reducdo simples em 25% de sal no teor de cinza que ndo difere significativamente do
gueijo controlo. Em ambas as tipologias verifica-se 0 aumento ligeiro de sal e de cinza, inerente a
cada modalidade, ao longo da maturacdo, apesar de ambos os teores diminuirem ao longo das
modalidades, para cada dia de maturacdo analisado, devido a reducdo simples gradual de sal
aplicada a esta tipologia de estudo.
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Figura 3.7 — Valores médios + desvio padrdo de teor em sal obtidos nos lote A e B relativos aos
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Figura 3.8 — Valores médios + desvio padréo de cinza obtidos nos lote A e B relativos aos tratamentos

da salga utilizados ao longo da maturacéo.

Em geral, verifica-se uma concentragdo de sal e de cinza ao longo da maturacdo dos queijos
(P<0,05) até aos 17 dias de cura, mantendo-se posteriormente estavel, com excecdo do lote B, no

intervalo de tempo respeitante aos 28 a 40 dias de cura (Figura 3.9). Acresce ainda que o lote A
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revelou maior contelldo mineral aos 8 dias e o lote B apresentou uma maior concentragcao de cinza
aos 40 dias (P<0,05) (Figura 3.10).
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Figura 3.9 — Valores médios + desvio padrdo do teor em sal obtidos nos lotes A e B ao longo da

maturacao.
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Figura 3.10 — Valores médios + desvio padrdo de cinza obtidos nos lotes A e B ao longo da
maturacao.

Uma vez que a qualidade final do queijo pode ser condicionada pelo teor em sal na fase aquosa
(racio S/H) devido a sua influencia nas bactérias lacticas, na atividade enzimatica e,
subsequentemente, no metabolismo bioguimico que ocorre durante o periodo de maturacdo no queijo
(Cichoscki et al., 2002), foram determinados os valores para este parametro. Observou-se que, tal
como no teor em sal do queijo, um decréscimo significativo (P<0,05) deste parametro com a
desidratacdo proteica (Guinee & Fox, 2004) em fungcdo das modalidades associadas a reducéo
isolada de sdodio, pelo que permanece relativamente constante ao longo das modalidades de redugéo
por substituicdo, embora apresentando uma ligeira tendéncia descendente associada a estas
modalidades de salga nos lotes B e C, provavelmente devido a retencdo de agua pela matriz proteica
(Guinee & Fox, 2004) dos queijos salgados com KClI, total ou parcialmente.

64 C.P. Soares (2012). Influéncia da reducéo de sal nas propriedades do queijo de S&o Jodo da ilha do Pico



Capitulo 3 — Resultados e Discusséo

O teor de lactose do queijo tradicional de Séo Jodo do Pico apresentou um decréscimo significativo
(P<0,05) dos 8 aos 17 dias de maturagdo em ambos os lotes, 0 que podera dever-se ao metabolismo
da glicolise da lactose a &cido lactico, tendo-se registado um aumento significativo (P<0,05) da acidez
ao longo da maturacdo, para o0 mesmo tratamento de salga nos lotes A e B, a semelhanga do
referido por Ayyash & Shah (2010), sendo o incremento da acidez mais acentuado (P<0,05) no
periodo de 17 aos 28 dias de cura do lote B. Este fendbmeno esta relacionado com as bactérias
lacteas constituintes dos fermentos, adicionados anteriormente a etapa de coagulagdo (Chichoscki et
al., 2002). De referir que aos 8 dias de maturag&o ainda se detetou lactose em todas as modalidades
de ensaio. De um modo geral, o pH apresenta uma tendéncia decrescente ao longo da cura, inerente
a cada modalidade de ensaio, sendo esta tendéncia mais definida para os queijos experimentais de

reducao gradual simples devido ao seu maior carater acidico ao longo da cura.

De um modo geral, ndo se verificaram diferencas significativas nos niveis de lactose e de acidez
entre os diferentes tipos de tratamento de salga aplicados, nas diversas fases de maturacéo
registadas. Pelo contrario, verificaram-se diferencas significativas nos valores de pH (P<0,05)
relativamente as modalidades de ensaio, nomeadamente nos lotes B e C. O efeito da substituicdo de
NaCl por KCI e reducdo simples de Na nos valores médios dos parametros fisico-quimicos durante a

maturacdo do queijo S&o Jodo encontra-se apresentado na tabela 3.3.
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Os queijos de substituicao parcial de NaCl por KCI exibiram valores médios de acidez inferiores ao
gueijo controlo e aos queijos experimentais de reducdo simples (Figura 3.11), sendo que ambas as
tipologias de reducdo de Na apresentaram uma tendéncia ascendente ao longo das modalidades de
ensaio, especialmente nos queijos de reducdo gradual simples que revelaram maior acidez que o
controlo e os demais experimentais. Verificou-se um aumento de acidez ao longo da maturacéo
inerente a cada tipo de tratamento de salga aplicado, de acordo com Ayyash & Shah (2010) para o
gueijo Halloumi, obtido a partir de leite de vaca pasteurizado, conservados em salmoura a 4°C. Uma
vez que o acido lactico é produzido pelas bactérias lacticas via metabolizacéo da lactose (Ayyash &
Shah, 2010), os queijos com salga por mistura NaCl/KCl apresentaram uma ligeira tendéncia de
aumento (P>0,05) de acidez a medida que a substituicdo de NaCl por KCl aumentou para cada dia de
maturacdo analisado, podendo dever-se ao aumento nas contagens das bactérias lacteas com o
subsequente aumento na producado de acido lactico, conforme reportado por Ayyash & Shah (2010)

para o queijo Halloumi.
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Figura 3.11 — Valores médios + desvio padrdo da acidez obtidos nos lote A e B relativos aos

tratamentos da salga utilizados ao longo da maturacao.

Relativamente ao pH (Figura 3.12), os queijos experimentais com salga por substituicdo com KCI
revelaram, e em particular no lote B, uma tendéncia para valores médios de pH significativamente
superiores (P<0,05) nos queijos salgados com mistura NaCI/KCI (3:1 e 1:1) comparativamente aos
gueijos experimentais de reducdo simples gradual do sddio e ao queijo controlo, de acordo com o
obtido por Ayyash & Shah (2010) para o queijo Halloumi, apesar de ndo se ter verificado influéncias
significativas do pH ao longo do tempo de cura. Contudo, observou-se que praticamente todos os
gueijos experimentais obtiveram valores de pH inferiores ao queijo controlo, especialmente os
referentes a tipologia de reducgédo simples gradual de Na, devido ao aumento da atividade microbiana
e a sobreposicao de protdes relativamente ao sédio na ligacédo a caseina, resultando em queijos mais

duros e quebradicos a partir da reducao de 50% NacCl (Perry, 2004). Por analogia, observou-se que
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0s queijos de reducgédo simples de Na aumentaram de acidez, de modo acentuado, a medida que o sal
de cloreto de sédio diminuiu, provavelmente devido a sobreposicdo dos efeitos de hidratagdo sobre o
de conservagdo, uma vez que, anteriormente se verificou uma diminuicdo do teor em sal na fase
aguosa ao longo desta tipologia de queijos. De notar que 0s queijos experimentais totalmente isentos
de sal sofreram um decréscimo significativo aos 40 dias de cura, provavelmente devido a erro

experimental.
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Figura 3.12 — Valores médios + desvio padrdo de pH obtidos no lote A (em cima) e no lote B (em

baixo) relativos aos tratamentos da salga utilizados ao longo da maturacao.
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O lote B revelou menor acidez e maior pH (P<0,05) comparativamente aos lotes A e C, que se

revelaram mais acidos.
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Figura 3.13 — Valores médios + desvio padrdo da acidez obtidos nos lotes A e B ao longo da

maturacao.

50 | — w

40

pH
30 r —e—lLote A

0‘0 L L L 1
0 10 20 30 40

Tempo de maturacgao (dias)

Figura 3.14 — Valores médios + desvio padrao do pH obtidos nos lotes A e B ao longo da maturacéo.

A semelhanca dos parametros fisico-quimicos anteriores, os tratamentos de salga aplicados n&o
influenciaram significativamente a atividade da agua dos queijos, pardmetro fisico-quimico que
revelou uma tendéncia decrescente ao longo da maturacdo (P<0,05) de acordo com outros estudos
realizados por Katsiari et al. (1997 e 1998). Este decréscimo deve-se essencialmente a diminuigcéo do
teor em humidade, com a eventual contribuicdo da presenca na matriz do queijo de compostos de
baixo peso molecular, nomeadamente péptidos e aminoacidos, produzidos no decurso da maturacéo
e que, segundo Katsiari et al., (1997, 1998) podem estar associados a reducdo do a, do queijo.

Verifica-se também que o lote A apresenta uma atividade da agua superior & do lote B (P<0,05).
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Figura 3.15 — Valores médios + desvio padrado da atividade da agua obtidos nos lotes A e B ao longo

da maturagéo.

Os dados dos elementos minerais, bem como os célculos nutricionais relativos a Na e K nos queijos
experimentais sdo dados pela tabela 3.4.

O teor em fosforo, no lote A, registou um decréscimo durante a maturacao, essencialmente dos 8 aos
17 dias de cura (P<0,05). Por sua vez, no lote B, verificou-se um aumento da concentragéo de fosforo
até aos 28 dias de cura, pelo que, a partir dai, decresceu acentuadamente (P<0,05). Contudo, no
global, o fésforo apresentou uma ligeira diminuicdo ao longo da cura em ambos os lotes. Acresce
ainda que o lote A revelou um menor contetdo em fésforo (P<0,05) comparativamente aos lotes B e
C, eventualmente devido ao teor proteico do primeiro lote que foi inferior ao lote B a partir dos 17 dias
de cura, inclusive. Adicionalmente, pelo grafico de comparacdo entre lotes A e B (Figura 3.16)
observa-se uma evolucdo do fésforo analoga a evolucdo da proteina ao longo da maturacéo,
podendo indicar que o fésforo mensuravel corresponda maioritariamente ao fosforo ligado a micela
caseinica, sob a forma de ido fosfato. Verifica-se também que o fésforo, no lote B, variou

inversamente em func¢é@o da humidade.
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Figura 3.16 — Valores médios + desvio padrdo de fésforo obtidos nos lotes A e B ao longo da

maturagéo.

De um modo geral, ndo se verificaram efeitos significativos entre as modalidades de ensaio de
substituicdo parcial do cloreto de sodio por cloreto de potassio na etapa da salga, nas diversas fases
de maturacdo analisadas. Verificou-se que a reducdo dos niveis de sédio por substituicdo exibiu
valores médios de fésforo ligeiramente inferiores nos queijos experimentais comparativamente ao
gueijo controlo e uma tendéncia ligeiramente crescente ao longo das modalidades de ensaio, para
cada dia de maturacdo analisado até aos 28 dias. De notar que o queijo com NaCl totalmente
substituido por cloreto de potassio (100% KCI) revelou maior teor de fésforo comparativamente aos
gueijos controlo a partir dos 17 dias de cura e consideravelmente superior aos demais queijos
experimentais associados a mesma tipologia de salga. Estes efeitos poderdo dever-se,
provavelmente, a dois factores: 1) competicéo entre 0 i50 K* e o ido Na* com o ido Ca** na ligagéo ao
ido fosfato associado a molécula de para-caseina (Ayyash et al., 2011), no qual se pode concluir que
0 potassio podera ser tdo eficaz como o sodio, em termos tecnoldgicos, quando presente em mistura
NaCl/KCl na etapa da salga; 2) no queijo com 100% de KCI notou-se uma maior ineficacia da ligacéo
do ido potassio ao ido fosfato. Cruz et al.,, 2011 e Guinee & Fox, 2004 atribuem este efeito ao
aumento do efeito estéreo provocado pela nuvem electrénica do ido potassio, a qual é
consideravelmente maior que a do ido sodio por este possuir um maior peso atémico, sendo a ligacéao
i6nica fosfato-Na mais estavel que a ligacdo fosfato-K; inclusivamente, o sabor residual metalico
atribuido ao anido fosfato foi percecionado nestes queijos quando da avaliacao sensorial (Cruz et al.,
2011).

As modalidades de ensaio inerentes a reducao gradual simples de cloreto de sddio revelaram valores
médios de fésforo significativamente superiores ao queijo controlo, essencialmente no queijo sem sal
(P<0,05), apresentando uma tendéncia crescente ao longo destas modalidades de ensaio para cada
dia de maturacdo analisado (Figura 3.17). Este fendmeno pode ser explicado pela auséncia do ido
Na" para ligacdo idnica ao ido PO,” associado & para-caseina, que provoca um decréscimo

significativo da solubilidade proteica, e pelo processo de desmineralizacdo da molécula de caseina
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que ocorre por aumento da acidez, originando uma maior quantidade de fosforo livre total na matriz
destes queijos experimentais (Cruz et al., 2011; S& & Barbosa, 1990). Em suma, verificou-se que

quanto maior o teor de sédio na matriz do queijo menos fésforo livre fica disponivel no queijo.
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Figura 3.17 — Valores médios * desvio padrao de fésforo obtidos nos lotes A e B relativos aos

tratamentos da salga utilizados ao longo da maturacéo.

O teor de célcio diminui ao longo da maturacdo (P<0,05) devido ao processo da desmineralizacao
(Figura 3.18). Pelo contréario, a concentracdo de magnésio apresenta uma tendéncia ascendente no
lote B, ao longo do tempo, e no lote A, até aos 28 dias de cura (P<0,05).

Contudo, foi observado (Figura 3.19) um aumento do teor de calcio com a reducdo de sal,
fundamentalmente aos 17 dias de cura, provavelmente devido a uma menor desmineralizacdo do ido
Ca” (Rulikowska et al., 2013). Uma provavel explicacdo serd uma maior incapacidade do ido K,
devido & sua maior nuvem electrénica, em permutar com o id0 Ca** para a ligacdo ao oxoanido (O*)
do grupo fosfato associado a molécula caseinica (Guinee & Fox, 2004), no caso da tipologia de salga
por substituicdo, sendo que na reducéo isolada do sal, esta provavelmente implica um aumento da
escassez de trocas i6nicas entre Na“ e Ca®* ao oxoanido do grupo fosfato devido a&s menores
concentracdes existentes do primeiro catifio ao avangar nas modalidades de ensaio relativa a esta
tipologia de salga (Rulikowska et al., 2013). De um modo geral, ndo se registaram diferencas
significativas entre modalidades de ensaio, sendo os valores médios de calcio e magnésio similares
em todos 0s queijos experimentais, apesar de se verificar um decréscimo de célcio e um aumento de

magnésio até aos 28 dias, inerente a cada modalidade, ao longo da maturacéo (Figura 3.19).

As tendéncias observadas relativamente aos teores de Na e K, nos lotes A e B, revelaram um
incremento na concentracdo de Na no decurso da maturacao, inerente a cada tratamento de salga
aplicado, sendo este significativo (P<0,05) apenas no lote A, e um ligeiro decréscimo de K no lote A
(P>0,05) e um aumento ténue de K no lote B (P>0,05), ao longo da maturacéo. As tendéncias
reveladas pelos teores de Na e K devem-se, fundamentalmente, ao tipo de salga aplicado no fabrico
dos queijos. E notério o decréscimo (P<0,05) de sédio ao longo das modalidades de ensaio, seja por

substituicdo por KCI como por reducdo simples gradual do NaCl, para cada dia de maturacdo
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analisado (Figura 3.20). Os teores de potassio nos queijos salgados com mistura NaCl/KCl foram
significativamente mais elevados (P<0,05) comparativamente aos queijos controlo e de reducéo
simples de Na, o que resulta do teor superior de KCI gradualmente adicionado na mistura NaCl/KCl
na salga desta tipologia de queijos (Figura 3.21).
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Figura 3.18 — Valores médios + desvio padrdo de célcio e magnésio obtidos nos lotes A e B ao longo

da maturagéo.
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Figura 3.21 — Valores médios + desvio padrdo de potassio obtidos nos lote A e B relativos aos

tratamentos da salga utilizados ao longo da maturacao.

A propor¢cdo Na/K indicada para um individuo adulto € de 0,6, numa base gravimétrica, o que
corresponde a 1,0 em base molecular (Cruz et al., 2011; Katsiari et al., 1997, 1998). Como pode ser
visualizado na tabela 3.4, a utilizacdo de misturas NaCI/KCl (3:1, 1:1 e 1:3) reduzem efetivamente o
racio Na/K no queijo Sdo Joao para 2,4, 1,3 e 0,7 (base molecular), respetivamente, aos 17 dias de
maturacdo a medida que o sédio diminui e 0 potassio aumenta em comparagdo com a amostra
padrdo. Assim, os queijos salgados com misturas NaCI/KCl (1:1) e (1:3) obtiveram um racio Na/K
aceitavel no primeiro caso e bastante satisfatério no segundo. Estes queijos tiveram um teor de Na,
em média, de 251,4 e de 134,5 mg de sddio por por¢do de 30g de queijo, respetivamente, 0 que
equivale a quantidades de 838,0 e de 448,2 mg de sodio por 100 g de queijo, sendo que ndo podem

ser rotulados como alimento de “baixo teor em sédio” uma vez que nado satisfazem o requisito de um
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teor ndo superior a 120 mg por 100 g de alimento, de acordo com o disposto na retificacdo ao

regulamento comunitario n.° 1924/2006 de 20 de dezembro, publicado em 2007. De notar que nas

consideragbes feitas anteriormente ndo foi contabilizado o lote A por este possuir uma maior

guantidade de &agua, o que influi nos resultados até aos 17 dias de cura inclusive. O queijo com

reducéo simples de sodio em 25% pode ser rotulado como alimento de “teor reduzido em so6dio” a

semelhanca dos anteriores. Os queijos experimentais salgados totalmente com KC| podem ser

rotulados como alimento de “baixo teor em sédio”, porquanto conterem 115,2 mg de sddio por 100 g

de queijo.

3.3 Microbiologia

Tabela 3.5: DeterminacBes microbiolégicas do queijo Sao Jodo salgado com NaCl ou mistura

NaCl/KCI ou KCI apenas, aos 17 dias de maturacao.

Tratamento da

Lotes Microrganismo salgaA Log ufc.g'1 queijo B Tratamento da salgaA Log ufc.g'1 queijoB
A C 6,85+ 0,34
Totais vidveis Al 8,35+ 0,43 A2 8,78 + 0,01
B1 7,92+ 0,01 B2 7,71 +0,10
C1l 7,96 + 0,54 Cc2 7,94 + 0,06
C 4,15 + 0,08
Enterobacteriaceae Al 407+0,14 A2 8,96£0,10
B1 4,00 £ 0,09 B2 4,06 + 0,29
Cl 4,34 £ 0,02 Cc2 2,45+ 0,15
C
Al A2
Staphylococcus B1 <1,0 B2 <1.0
Cl Cc2
C 2,22+ 0,00
Bolores e Al 1,85+ 0,00 A2 2,12+ 0,00
Leveduras Bl <1,0 B2 <1,0
Cl 1,98 + 0,00 Cc2 2,12 + 0,00
B Totais viaveis C 7,80 £ 0,27
Al 8,50+ 0,48 A2 7,37 £ 0,05
Bl 8,58 + 0,32 B2 7,48 £ 0,08
Cl 7,53+ 0,09 Cc2 7,70+ 0,01
D1 7,35+ 0,16 D2 7,43+0,12
Enterobacteriaceae C 5,12+ 0,35
Al 5,63+0,36 A2 3,98+ 0,55
Bl 4,75 £ 0,02 B2 4,22 + 0,50
Cl 4,46 £ 0,15 C2 4,88 +0,28
D1 4,33 £ 0,02 D2 4,15+ 0,39
C 1,96 £ 0,19
Al <1,0 A2 <1,0
Staphylococcus B1 <1,0 B2 1,10+ 0,12
C1l 1,56 + 0,23 C2 <1,0
D1 1,01 +0,27 D2 <1,0
C 2,51+0,35
Al 2,56 + 0,28 A2 1,96 + 0,34
[Bolores e B1 3,20 + 0,00 B2 1,95 + 0,26
C1 <1,0 C2 2,00 + 0,07
D1 1,35 + 0,00 D2 2,25+ 0,69

ATratamento da salga: C = 100% NaCl (controlo); A1 = 3NaCl:1KCI (m/m); B1 = 1NaCl:1KCI (m/m); C1 = 1NaCl:3KCI (m/m); D1

= 100% KCI; A2 = 75% NaCl; B2 = 50% NaCl; C2 = 25% NacCl; D2 = 0% NacCl.

B . . ~ . .
Valores médios + desvio padréo referentes a dois ensaios.

Foram determinadas contagens de bactérias totais aerObias mesdfilas,

enterobacteriaceas,

estafilococos coagulase positivos e de bolores e leveduras por contagem em placa aos 17 dias de
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maturacdo do queijo Sao Joao feito com leite pasteurizado (Tabela 3.5). As amostras também foram
analisadas para deteccdo da presenca de Salmonella spp., Listeria monocytogenes e Escherichia
coli.

Uma vez que as contagens de germes totais devem corresponder maioritariamente a bactérias do
acido lactico, pelo facto do leite utilizado no fabrico de queijo ter sido submetido a um tratamento
térmico prévio com adicdo posterior de fermento lactico, obteve-se elevada carga de germes totais
nos queijos controlo e experimentais ndo tendo sido encontradas diferengas significativas entre os
diversos tipos de tratamento de salga aplicados com a salga convencional. Contudo, as contagens
dos totais viaveis aumentaram com a reducéo da concentracdo em NaCl, sendo mais elevadas nos
gueijos experimentais, a semelhanca do obtido por Ayyash e Shah (2010) para os queijos Halloumi
salgados com mistura NaCl/KCl até (1:3). De um modo geral, os queijos salgados com mistura
NaCl/KCI exibem contagens de totais viaveis superiores aos queijos de reducdo gradual isolada de
NaCl, pelo menos até 50% de substituicdo, correspondendo a maior capacidade de retencéo de agua
pela matriz do queijo. A partir dai, verifica-se o inverso em que o efeito de conservacao do sal é
reduzido com a sua diminui¢do excessiva nos queijos de reducdo gradual simples, apesar do efeito

de desidratacdo ser nitido nos queijos com 25 e 0% NaCl.

Em ambos os lotes, verificou-se que os valores das contagens de Enterobacteriaceae nos queijos
controlo e experimentais excederam os limites. De um modo geral, os queijos de salga por mistura
exibiram maiores contagens de enterobacteridceas comparativamente aos queijos com reducdo
simples em NaCl (P>0,05), sendo esta diferenca significativa (P<0,05) na reducéo de 75% NaCl para
o lote A, o0 que confirma o0 aumento da carga da flora microbiana entérica com o efeito de capacidade
de retencdo de &gua. Os queijos do lote B obtiveram valores significativamente mais elevados
(P<0,05) nas contagens de enterobacteriaceas comparativamente ao lote A, podendo concluir-se que
as fontes de contaminacédo, como por exemplo, falhas de higiene da superficie dos equipamentos em
contacto com o alimento e/ou das maos dos manipuladores, poderdo ser cruciais para a
contaminacdo no fabrico por esta familia de bactérias, apesar da flora microbiana lactea poder
restringir o desenvolvimento de outros microrganismos (Carvalho et al., 2007).

De um modo geral, os resultados obtidos para as estirpes de estafilococos coagulase positivos foram
aceitaveis, ndo tendo sido detetados nenhum no lote A, sendo que foi detetada a sua presenca em
alguns queijos do lote B, contudo inferiores aos limites dos critérios microbiol6gicos dispostos no
regulamento (CE) n.° 1441/2007 de 5 de dezembro. Verifica-se ndo existir qualquer influéncia da
reducdo de cloreto de sddio no queijo, seja por substituicdo com KCI ou pela sua simples redugéo
gradual, no crescimento e proliferagdo de Staphylococcus. O manuseamento indevido durante e pos-
fabrico podera ter sido a causa mais provavel para a contaminacéo por estafilocos (Carvalho et al.,
2007). Para este caso os colaboradores deveriam ser submetidos a uma supervisdo relativamente a
aplicacdo das Boas Préticas de Higiene estabelecidas pelo Plano de Autocontrolo da queijaria.
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Tal como a flora microbiana lactea, existe uma flora microbiana adventicia que pode também
contribuir para a maturagdo dos queijos e que inclui uma mistura complexa de bactérias do meio
ambiente, conjuntamente com bolores e leveduras. Estes microrganismos contaminantes entram em
contacto com o leite através do ar circundante durante o processo de fabrico, ou pela adi¢do de
fermentos lacteos ou do coagulante ou por contacto com equipamentos nao higienizados
devidamente, sendo que quando as condi¢des dentro da massa do queijo sejam propicias a estes
microrganismos adventicios, estes iniciam o seu crescimento (Arenas et al., 2004). Julga-se que as
leveduras desempenham fung¢8es importantes, podendo contribuir para a utilizacao do &cido lactico e
para os aumentos das taxas de protedlise e de lipdlise com o subsequente aumento de compostos de
baixo peso molecular responsaveis pelas caracteristicas organoléticas do produto final (Tavaria et al.,
2006), particularmente em queijo de leite cru. Contudo, algumas espécies de bolores e de leveduras
sdo capazes de provocar o sabor amargo, putrefacdo e formacédo de gas nos queijos (Hayaloglu et
al., 2002). Na generalidade, todos os queijos produzidos exibiram bolor, sendo que o0s queijos
controlo e experimentais do lote B revelaram valores médios de bolores e leveduras
significativamente superiores (P<0,05) aos queijos do lote A. Este facto observado no lote B podera
dever-se a falha na aplicacdo do tratamento antifingico para prevencdo da esporulacdo nestes
gueijos (Var et al., 2006), por imersdo em solucdo diluida de natamicina, imediatamente logo a seguir
a desenformagem e, eventualmente, as viragens irregulares na fase inicial de maturacdo dos

mesmos. Acresce ainda a ocorréncia de contaminagao por via aérea (Temelli et al., 2006).

Apesar da contaminacdo por Enterobacteriaceae nos queijos indicar a presenca de bactérias
entéricas, nao foi isolada Salmonella spp. de nenhuma das amostras, assim como também n&o foi
detetada a presenca de Escherichia coli. Adicionalmente, ndo foi detetada a presenca de Listeria
monocytogenes.

Em suma, verifica-se que a reducéo de cloreto de s6dio no queijo, por substituicdo com cloreto de
potassio ou por reducdo simples gradual, ndo exerce influéncia significativa nas contagens dos
germes totais, porém podera influenciar (P<0,05) o desenvolvimento de bactérias entéricas em

gueijos salgados apenas com 25% NaCl, tal como observado para o lote A.
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3.4 Avaliacéo do Efeito nas Fragdes Azotadas na Protedlise

A evolucdo das fragBes azotadas (valores médios e desvios padrao), englobando o conjunto dos
tratamentos de salga aplicados, esta apresentada na figura 3.22, para comparacao entre lotes A e B.

A fracdo de azoto soltvel em agua no lote A representa cerca de 32% do azoto total, aos 8 dias de
cura, aumentando para 39% aos 40 dias de maturacao; por sua vez, a fracdo azotada hidrossol(vel
do lote B varia de 15 a 24% do azoto total, dos 8 aos 40 dias de maturacao, ligeiramente inferior aos
limites dispostos na DOP do queijo do Pico de leite cru para o coeficiente de maturacéo de 25 a 34%,
possivelmente devido a diferencas verificadas nos valores de azoto total e de humidade relativas aos
gueijos experimentais, uma vez que o azoto soltvel (WSN) variou de 1,5 a 2,1%, em base seca,

encontrando-se dentro dos limites estabelecidos para este queijo tradicional (0,43 a 2,12%).

A fracdo azotada sollvel em 12%TCA no lote A contabilizou, em média, cerca de 16 a 24% do TN,
dos 8 aos 40 dias de cura, sendo que a fragdo TCASN do lote B contabilizou 10 a 12% do TN no
mesmo periodo de tempo. O azoto soltvel em 5% PTA no lote A variou cerca de 4 a 5% do TN, dos 8
aos 40dias de maturagcdo, e o PTASN no lote B contabilizou 2 a aproximadamente 5% do TN no
mesmo periodo de cura. A fragdo amoniacal variou entre 0,3 a 0,8% do TN, no lote A, e de 0,6 a

cerca de 0,7% do TN, no lote B, dos 8 aos 40 dias de cura, respetivamente.

Assim, registaram-se valores exageradamente elevados de WSN/TN no inicio da maturacéo do lote A
para o queijo tradicional de Sdo Jodo do Pico e sem variacdo relevante ao longo de toda a cura,
sendo este efeito extensivo as outras fracfes azotadas do mesmo lote, TCASN/TN e PTASN/TN. Tal
como observado no lote B, o queijo de Sdo Jodo caracteriza-se por indices de protedlise baixos
(Despacho Normativo 32/96 de 29 de outubro), contudo, de ascendéncia gradual significativa
(P<0,05) ao longo do tempo de maturacéo.
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Figura 3.22 — Valores médios e desvios padrao correspondentes para azoto total (TN) expresso em %
de massa seca (m.s.); e para azoto sollvel em agua (WSN), azoto solivel em 12% TCA (TCASN),
azoto solivel em 5% PTA (PTASN) e azoto amoniacal (NH3), todos expressos em % TN, obtidos no

gueijo Sao Jodo para os lotes A e B ao longo da maturacéo.

A fracdo de azoto hidrossolavel é muita heterogénea por incluir, na sua composi¢éo, proteinas do
soro e péptideos de baixo, médio e elevado pesos moleculares, bem como aminoécidos livres
(Tavaria et al., 2003), provenientes da protedlise das caseinas. O conjunto de rea¢gfes denominado
de protedlise secundéria resulta da acdo do coagulante residual, neste caso quimosina, e proteases
endégenas do leite, juntamente com proteases e peptidases da flora microbiana lactea e adventicia
(Tavaria et al.,, 2003). A evolucdo gradual significativa (P<0,05) do racio WSN/TN, ao longo da
maturacdo do lote B, deveu-se fundamentalmente a acd@o proteolitica do coagulante residual,
qguimosina, controlada por outros fatores inerentes ao produto fresco e a prépria cura, como
temperatura e humidade relativa. Os valores de WSN do queijo de S&o Jodo ndo correspondem

apenas aos produtos de hidrélise da caseina que sdo soliveis em agua, pois para além dos
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polipéptidos resultantes da protedlise, o extrato solivel em 4gua pode conter também proteinas do
soro lacteo (fundamentalmente a-Lactoalbumina e f-Lactoglobulina) (Katsiari et al., 2000). Os

valores excessivos da fracdo azotada solivel em agua para o lote A deveram-se, muito
provavelmente, a uma deficiente conservacdo das amostras nos terminais de carga dos aeroportos e
no transporte aéreo a temperaturas superiores a 25 °C, facto que tera incorrido na aceleragédo do

metabolismo bioquimico, porquanto o fabrico deste lote decorreu no final da época de Verao.

Os valores para a fragdo de azoto nédo proteico (TCASN/TN) foram inferiores aos observados para a
fracdo WSN/TN, tal como era esperado de acordo com Kuchroo & Fox (1982), que demonstraram que
a fracdo de azoto sollGvel em TCA continha, fundamentalmente, péptidos curtos (2-20 residuos de
aminodcidos) resultantes da acdo de proteases e endopeptidases das bactérias do acido lactico
sobre os oligopéptidos produzidos inicialmente na degradacdo da caseina nativa pelo coagulante
residual, e aminodacidos livres resultantes da hidrélise dos péptidos curtos pelas exopeptidases
intracelulares microbianas da flora lactea e adventicia (Sousa et al., 2001; Upadhyay et al., 2004). A
fracdo TCASN/TN é considerada como uma medida do grau de profundidade da protedlise, uma vez
gue a maior parte dos péptidos constituintes da fracdo azotada hidrossolUvel precipita em presenca
de concentracfes de 12% TCA (m/v) (Tavaria et al., 2003).

Os valores de TCASN obtidos no lote A foram significativamente superiores (P<0,05) aos do lote B,
denotando uma maior quantidade de substancias azotadas provenientes da protedlise excessiva
verificada nos queijos do lote A, por acdo das enzimas do coagulante, da acdo de proteases e
peptidases dos microrganismos proteoliticos presentes, correspondendo as contagens dos totais
viaveis aos 17 dias de cura que deverdo referir-se, maioritariamente, a bactérias do acido lactico
constituintes dos fermentos lacteos adicionados ao leite, posteriormente a sua pasteurizacdo (Tavaria
et al., 2003). O azoto néo proteico do lote B, apesar de aumentar ao longo do tempo de maturacéo,
ndo demonstrou variacdo significativa, a excecdo do periodo de tempo dos 28 a 40 dias de cura
(P<0,05).

A fracdo de azoto aminoacidico, PTASN corresponde & medida de concentracdo de aminoéacidos
livres resultantes da hidrélise de péptidos curtos pelas exopeptidades da flora microbiana lactea e
adventicia (Sousa et al., 2001; Upadhyay et al., 2004), sendo esta fracdo inferior ao azoto nao
proteico. Verificou-se um aumento de 188% no azoto sollvel em 5% PTA entre os 28 e os 40 dias de
maturacdo no lote B, sendo o acréscimo mais elevado registado nesta fracdo com uma taxa de
protedlise de aproximadamente 15,7% d*. Em ambos os lotes, apesar de algumas oscilages, o
azoto aminoacidico, no global, aumentou significativamente (P<0,05) ao longo da maturacado, tendo
atingido graus semelhantes de indices de profundidade de protedlise aos 40 dias de cura (5% do

azoto total).

O gréfico do PTASN (%TN) dos lotes A e B (Figuras 3.23 e 3.24) apresenta um perfil comportamental

idéntico ao do azoto nado proteico, o que reforca a hipotese da agdo proteolitica e peptidasica, nestas
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fracOes, serem de origem microbiana (Tavaria et al., 2003), de acordo com Upadhyay et al. (2004) e
Sousa et al. (2001) que descrevem a constituicdo de bactérias lacticas proteoliticas, relativamente ao
seu sistema enzimatico de proteases e peptidases capaz de hidrolisar oligopéptidos em péptidos
curtos e aminoacidos para permitir o seu crescimento e que também contribui para o
desenvolvimento do sabor e aroma nos queijos. De modo sucinto, durante o crescimento das
bactérias lacticas no leite, 0 passo inicial consiste na degradacao dos péptidos longos, provenientes
da acdo das enzimas coagulantes sobre a caseina, pela protease associada a membrana celular
(lactocepina) em péptidos curtos, estes Ultimos sao transportados para o interior da célula microbiana,
mediante um sistema de transporte, no qual sdo posteriormente hidrolisados a aminoacidos pelas
diversas peptidases intracelulares existentes (Upadhyay et al., 2004).

Pela andlise dos graficos, observaram-se aumentos mais visiveis na fragdo de azoto aminoacidico a
partir dos 17 dias de cura para o lote A e a partir dos 28 dias para o lote B. De notar que o queijo
tradicional de S&o Jodo ndo exibiu valores elevados de PTASN, o que reflete uma atividade
peptidasica ténue das floras microbianas lactea e adventicia, uma vez tratar-se de um queijo de cura
pouco intensa. Adicionalmente, as diferencas de azoto aminoacidico entre lotes A e B, no final da
maturacdo, verificaram-se ser significativamente menos notérias. Este fenébmeno, possivelmente,
podera dever-se a dois fatores. Primeiro, a flora microbiana lactica presente no queijo e que é
responsavel pela libertacdo de aminoacidos que poderdo ser metabolitos precursores de compostos
volateis responsaveis pelas caracteristicas organoléticas dos queijos (Yvon & Rijnen, 2001), sendo
gue para testar esta hipétese seria de interesse, em futuros trabalhos, a identificacdo dos
aminoacidos presentes na matriz do queijo, bem como o isolamento e identificacdo dos compostos
volateis. Segundo, a semelhanca do queijo Cheddar e muitos outros gueijos, nos quais se verifica que
a medida que as bactérias lacticas viaveis, constituintes dos fermentos, sofrem um declinio, a flora
microbiana adventicia, inicialmente diminuta, torna-se predominante num periodo de cerca de 4
semanas na maturacdo do queijo, dependendo da velocidade da fase de lise celular das primeiras,
pelo que posteriormente permanece, sendo que a sua atividade proteolitica parece suprir a agdo das
bactérias lacteas, na qual sdo produzidos péptidos com pesos similares e aminoacidos livres (Sousa
et al., 2001). Pese embora o tipo tecnoldgico e o tempo maturacéo caracteristico do queijo Sdo Jodo
sejam bastante diferentes do queijo supra mencionado, seria igualmente interessante, para
verificacdo deste pressuposto, pesquisar os niveis da flora microbiana lactea e secundaria ao longo

da maturacgédo, em futuros trabalhos.

Apesar do queijo tradicional de S&o Jodo ser de maturacdo curta, visto que para se cumprirem as
especificacdes fisicas e sensoriais tipicas este queijo, obtido a partir de leite pasteurizado, a cura ser
de 17 dias, determinou-se o0 azoto amoniacal, resultante de reacdes de desaminacdo enziméatica
microbiana (McSweeney, 2004), caracteristicas do final da cadeia das reac¢des de protedlise, fracdo
gue, em termos absolutos, exibiu valores residuais para este tipo de queijo, tal como esperado,
enquadrando-se nos limites dispostos na DOP do queijo do Pico. No geral, o lote B revelou teores
mais elevados de azoto amoniacal comparativamente ao lote A, principalmente aos 8 dias (P<0,05).
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Pese embora algumas oscilagfes, 0 azoto amoniacal aumentou ao longo da cura, em ambos os lotes
e de modo significativo no lote A (P<0,05).

Considerando os valores obtidos para as fragbes azotadas no queijo S&o Jo&o no lote B, uma vez
gue o lote A nao deve ser considerado para o estudo devido a erros de ordem técnica e experimental,
pbéde concluir-se que este queijo foi submetido a uma extensdo moderada a baixa na protedlise e
relativamente baixa em profundidade. Péptidos longos e médios sao libertados preferencialmente
durante o primeiro estadio da maturacéo, o qual se reflete pelos valores elevados obtidos para as
fracbes WSN e TCASN. As velocidades mais altas de libertacdo de aminoacidos foram alcancadas
aos 28 dias a seguir ao fabrico, em que a fracdo PTASN, respeitante ao azoto aminoacidico,
apresentou 0 aumento mais elevado entre os 28 e os 40 dias de maturacéo (cerca de 16% d™), o qual
se pensa que podera estar associado, muito provavelmente, com uma proliferacdo consideravel de

microrganismos proteoliticos neste estadio de maturacéo.

A evolucao das fracOes azotadas (valores médios e desvios padrdo) dentro dos diversos tratamentos
de salga aplicados nos queijos dos lotes A e B encontram-se dispostas nas Figuras 3.23 e 3.24,
respetivamente. Em ambos os lotes, e no que concerne ao estudo estatistico dos tratamentos de
salga aplicados baseados nos resultados fornecidos pela ANOVA, ndo foram verificadas diferengas
significativas entre tratamentos nas fracbes WSN, TCASN e PTASN, sendo que em todas as
modalidades ter-se-a verificado uma evolucdo ascendente inerente a cada tratamento aplicado ao
longo da maturacdo, tal como descrito em Katsiari et al. (2000, 2001). No lote A, as médias das
diversas fracdes dentro dos tratamentos ao longo da maturacdo variaram, em média, de 28 a 34%
WSN, de 16 a 20% TCASN e 4 a 5% PTASN do azoto total; e, por sua vez, no lote B registaram-se
variagfes de 15 a 22% WSN, 8 a 11% TCASN e 2 a 3% PTASN para o azoto total. Tal como foi
mencionado, os valores obtidos para o lote A foram extremamente elevados, enquanto no lote B,
obtiveram-se valores mais caracteristicos do queijo tradicional de S&o Jodo, de acordo com o

especificado na DOP do queijo do Pico.
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No lote A, em geral, verificaram-se que os valores dos queijos experimentais de mistura NaCl/KCl
apresentaram valores de WSN ligeiramente superiores aos queijos controlo e experimentais de
reducdo simples gradual até aos 28 dias de cura, porém ndo significantes (P>0,05), tendo
posteriormente diminuido relativamente ao queijo controlo, provavelmente devido a perda de agua ao
longo da cura e ndo ao processo de protedlise em si. De notar que 0s queijos experimentais
respeitantes a reducao simples exibiram valores WSN ligeiramente inferiores (P>0,05) ao queijo
controlo devido a desidratagdo proteica gradual verificada a medida que o NaCl é reduzido ao longo
das modalidades e que inibe o processo de protedlise por retardamento da degradacdo da caseina
1 pelo coagulante residual, resultando em queijos mais duros e quebradigos (Perry, 2004; Cruz et
al., 2011). No lote B, verificou-se que 0s queijos experimentais, tanto de mistura NaCIl/KCI como de
reducdo simples gradual, apresentaram valores ligeiramente inferiores ao queijo controlo (P>0,05),
podendo eventualmente indicar que o cloreto de potassio podera nao ser tao eficaz quanto o NacCl,
em termos tecnoldgicos na contribuicdo para a extensdo da protedlise, mas ndo de modo
significativo. No geral, verifica-se que os queijos de salga com mistura NaCI/KCl exibiram valores
WSN um pouco mais elevados que o0s queijos de reducdo simples gradual até 50% NacCl
aproximadamente nas quatro primeiras semanas, provavelmente devido a maior capacidade de

retencdo de agua por parte dos primeiros.

No lote A, os niveis de TCASN/TN em todos os queijos foram estatisticamente semelhantes ao longo
da maturacdo, pese embora os queijos experimentais apresentarem racios ligeiramente superiores
aos do queijo controlo, o que esta de acordo com o obtido em Katsiari et al. (2000) para 0 queijo Feta
fabricado com leite de ovelha pasteurizado e com substituicdo parcial (3:1 e 1:1) de NaCl por KCI. No
lote B, o0 azoto sollvel em 12% TCA dos queijos de Sdo Jodo experimentais foram semelhantes ao
gueijo controlo, contudo ligeiramente inferiores ao longo da maturacéo, a semelhanca de Katsiari et
al. (2001) para o queijo Kefalograviera salgado com misturas (3:1 e 1:1) NaCl/KCI, com excecéo dos
tratamentos de salga D1 (100% KCI), B2 (50% NacCl), C2 (25% NacCl) e D2 (isenc¢éo total de NacCl)
aos 40 dias. Nestes, obtiveram-se maiores indices de profundidade de protedlise a medida que o teor
de NaCl foi reduzido ao longo das modalidades de ensaio. De um modo geral, verifica-se que o0s
queijos de reducdo simples gradual de NaCl apresentam valores relativamente mais altos que os
gueijos com salga de mistura NaCl/KCl até uma reducéo de 75% de sal, ao longo do periodo de

maturagao.

No que concerne ao azoto aminoacidico, os queijos experimentais de mistura NaCIl/KCI dos lotes A e
B, exibiram valores de PTASN semelhantes ao controlo ao longo da maturacéo, contudo, ligeiramente
inferiores, com exce¢é@o das modalidades C1 (1:3 NaCI/KCI) e D1 (100% KCI), a partir das 4 semanas
de cura. De notar os queijos com 25 e 0% NaCl do lote B, que obtiveram valores de PTASN/TN
consideravelmente mais baixos comparativamente ao queijo controlo e que podera dever-se,
possivelmente, a sobreposicdo do efeito de desidratacdo proteica sobre a intensificacdo do
crescimento bacteriano, podendo resultar na inibicdo da acdo das peptidases microbianas por lise
celular (Upadhyay et al., 2004).
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Assim, considerando os resultados de grau de profundidade de protedlise para as fracdes TCASN e
PTASN obtidas para os queijos do lote B salgados com mistura NaCl/KCl, estes devem-se,
provavelmente, a maior capacidade de retencdo de 4gua na matriz dos mesmos comparativamente
aos (queijos experimentais de reducdo simples, o que propicia melhores condicbes de
desenvolvimento bacteriano e subsequentemente numa maior atividade proteolitica e peptidasica dos
microrganismos no queijo, hipdtese que esta de acordo com o estudo realizado por Ayyash e Shah
(2010) para o queijo Halloumi, o qual indica um aumento de bactérias do &cido lactico ao longo da
cura e ao longo das modalidades de substituicdo gradual de sddio por potassio até pelo menos 50%.

Considerando os valores das fraces azotadas obtidas para o lote B, temos que, de um modo geral,
as fracbes WSN, respeitantes aos queijos de mistura NaCl/KCl, apresentaram uma tendéncia
ascendente inerente a cada modalidade de ensaio ao longo da cura; por sua vez, 0s azotos nao
proteico e aminoacidico mantiveram-se relativamente constantes entre as modalidades até aos 28
dias de maturacdo, apresentando uma subida significativa para PTASN/TN aos 40 dias. Os queijos
experimentais de reducdo gradual simples apresentaram um comportamento analogo aos anteriores
dentro das modalidades, até aos 28 dias de maturacdo, no que respeita as fracbes de TCASN e
PTASN, indiciando que a reducdo de sbdio, isoladamente ou por substituicdo, ndo teve efeitos

consideravelmente significativos nestas fragGes azotadas até, aproximadamente, as 4 semanas.

Em suma, ndo foram encontradas diferencas significativas entre os queijos experimentais e o queijo
controlo no que respeita a extensdo e profundidade da protedlise ao longo da maturacdo, a
semelhanca dos resultados obtidos por Katsiari et al. (2000, 2001) para os queijos Feta e
Kefalograviera salgados com substituicdo parcial de NaCl por KCI até 50%, nos quais a proteodlise
nao foi afetada, mais especificamente, nos niveis de azoto solluvel a pH 4,6, de azoto ndo proteico e

de azoto aminoacidico associados a estes queijos.

Por analogia ao coeficiente de maturagcdo obtido neste estudo, os queijos experimentais do lote A
também obtiveram valores de TCASN e PTASN significativamente (P<0,05) mais elevados em
relacdo aos queijos do lote B devido, fundamentalmente, a aceleracdo do metabolismo bioquimico
pelo calor. Seria de interesse, em futuros trabalhos relativos a este tema, compreender a
complexidade inerente a composicdo das fracdes azotadas WSN, TCASN e PTASN por recurso a

técnicas de focagem isoelétrica e de cromatografia.

Por fim, no que concerne as determinagcbes de azoto amoniacal (Figuras 3.25 e 3.26), ndo foram
verificadas diferencas significativas entre tratamentos no lote A, variando o azoto amoniacal, em
média, de 0,38 a 0,88% do azoto total; por sua vez, no lote B, o azoto amoniacal variou, em média,
entre 0,6 e 1,0% do azoto total, tendo-se verificado, apenas, uma modalidade de salga
significativamente diferente (P<0,05) das demais, correspondendo esta a amostra de queijo isento em
sal (D2).
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Observou-se que a amostra padréo, bem como os queijos experimentais de mistura NaCl/KCl do lote
A apresentaram valores NH3/TN inferiores aos queijos experimentais de reducdo gradual simples,
sendo que nestes Ultimos, verificou-se um aumento gradual do racio NHs/TN a medida que se reduz o
NaCl, ao longo da maturagdo, muito provavelmente devido a maior degradacao proteica medida
nestes queijos. No lote B, verificou-se que os racios NH3/TN dos queijos experimentais, de mistura

NaCl/KCl e reducéo gradual simples, eram semelhantes entre si e ao queijo controlo.

No geral, os queijos salgados com mistura NaCl/KCl apresentaram-se semelhantes entre si e ao
gueijo controlo ao longo da cura, apesar do queijo totalmente substituido por KCI apresentar no final
da maturacdo maiores teores de amoniaco, mas ndo de modo significativo. Por sua vez, os queijos
experimentais de redugdo gradual simples demonstraram constancia nos valores de azoto amoniacal,
dentro das modalidades e ao longo da maturagdo, tendo o queijo sem sal se destacado por
apresentar teores de amoniaco significativamente superiores (P<0,05) durante todo o periodo de cura
considerado para o estudo deste queijo, 0 que podera indicar uma falta de controlo no crescimento
bacteriano (Sousa et al., 2001).

NH,
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Figura 3.25 — Valores médios e desvios padrdo correspondentes para o0 azoto amoniacal (NHs),
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aplicados, ao longo da maturacao.
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Figura 3.26 — Valores médios e desvios padrao correspondentes para o azoto amoniacal (NH3),
expresso em %TN, obtido no queijo Sdo Jodo para o lote B, relativo aos tratamentos da salga
aplicados, ao longo da maturacao.
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Assim, verifica-se que a substituicdo do sédio por cloreto de potassio ndo influenciou
significativamente a atividade microbiana na producdo de amoniaco, ao longo do periodo de
maturacdo considerado para este estudo. Pelo contrario, a redugao simples de sal podera estimular
significativamente (P<0,05) a producdo de amoniaco pelos microrganismos presentes no queijo,

principalmente nas reducdes total do sal de cloreto de sodio.

3.5 Propriedades Fisicas

3.5.1 Analise de Perfil de Textura

Os resultados de dureza, coesividade e adesividade dos queijos de S&o Jodo do Pico salgados com
NaCl apenas (Controlo, A2, B2 e C2) e com misturas de NaCl/KCI (A1, B1 e C1), bem como dos
queijos totalmente substituidos por KCI (D1) e isentos em sal (D2), foram obtidos apds 17 dias de

maturacgdo do lote C e apresentam-se na tabela 3.6.

Tabela 3.6: Propriedades texturais do queijo Sdo Jodo salgado com NaCl ou mistura NaCl/KCl ou KClI

apenas, aos 17 dias de maturacéo.

Tc;ztzz:gezko Dureza® (N) Coesividade” Adiﬂ‘_’g;‘;es T(;:t:;:ge;&o Dureza® (N) Coesividade® Adiﬂy;?r?]?eB
Cc 5,023+1,541 0,673+0,033 4,515+0,911
Al 5,725+0,314 0,577+0,029 3,710+1,688 A2 8,097+2,840  0,466+0,006 3,087+0,272
B1 7,882+0,460 0,478+0,004 5,245+0,060 B2 11,086+0,352 0,408+0,007  3,193+0,287
C1 6,930£0,139 0,503+0,009 4,536x0,244 c2 11,719+0,442 0,373+0,004 2,213+0,081
D1 8,021+0,331  0,459+0,009 4,749+0,260 D2 11,684+0,371 0,370+0,010 1,376+0,193

ATratamento da salga: C = 100% NacCl (controlo); A1 = 3NaCl:1KCl (m/m); B1 = 1INaCIl:1KCI (m/m); C1 = 1NaCl:3KCI (m/m); D1
E 100% KCI; A2 = 75% NaCl; B2 = 50% NaCl; C2 = 25% NaCl; D2 = 0% NaCl.
Valores médios + desvio padrdo referentes a dois ensaios, sendo n =5 para cada ensaio.

De um modo geral, os queijos salgados com mistura NaCIl/KCl apresentaram-se com dureza inferior
aos queijos salgados com reducéo simples do teor em NaCl (P<0,05); contudo, apresentaram maior
dureza comparativamente ao queijo controlo, mas de um modo nao significativo (P>0,05). Verificou-
se também que a dureza aumentou ao longo das modalidades de ensaio, seja por substitui¢do ou por
reducéo simples de sal. Uma justificacdo provavel para estas observacdes podera ser que no decurso
na maturacdo de muitos tipos de queijos, a matriz proteica, inicialmente com textura granular, é

convertida a uma estrutura mais ligada, com uma massa homogénea, sendo que 0 amaciamento e o
amolecimento da pasta ocorrem devido a protedlise da caseina as1, pela agdo da quimosina (Katsiari
et al., 1997, 1998), embora ndo seja este o Unico fator. O sal como o cloreto de potassio, KCI, pelos
resultados obtidos poderd influenciar a protedlise da caseina as1 de um modo quase téo eficaz como

o NaCl até uma substituicdo de cerca de 75% (Guinee & Fox, 2004). Pelo contrario, observa-se que
uma reducdo de sal superior a 25% afeta negativamente a textura do queijo, sendo que a dureza

aumenta, de modo indesejavel no caso deste queijo. Este endurecimento pode dever-se a um
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retardamento da decomposi¢do da caseina as; (Guinee & Fox, 2004), como também ao aumento do

efeito de desidratagdo para niveis muito reduzidos de sal (Alvarenga, 2008; Ayyash & Shah, 2010).

Os queijos salgados com mistura NaCIl/KCI revelaram menor coesividade (P>0,05) relativamente aos
gueijos controlo e significativamente maior coesividade (P<0,05) comparativamente aos queijos com
reducéo gradual simples de sal. A coesividade diminuiu ao longo das modalidades de ensaio, seja por
substituicdo (P>0,05) ou por reducdo simples de sal, nestes Ultimos de modo significativo (P<0,05).
Este decréscimo na coesividade pode ser devido a reducdo do Ca e ao aumento da protedlise
(Ayyash et al., 2010).

Os queijos experimentais de salga por mistura NaCl/KCl apresentaram adesividade semelhante ao
gueijo controlo e significativamente maior (P<0,05) que os queijos de reducdo gradual isolada em
NaCl, sendo que nestes Ultimos se verificou uma diminuicdo deste parametro de textura com a
reducdo concomitante de sal (P<0,05). Tal facto podera dever-se ao retardamento da protedlise da

caseina as1 € ao aumento do efeito de desidratacdo nos queijos com reducdo gradual isolada de

cloreto de sodio (Alvarenga, 2008).

Uma vez que ndo foram encontradas diferencas significativas nos pardmetros da dureza, coesividade
e adesividade entre os queijos experimentais salgados com mistura NaCl/KCl para o mesmo periodo
de maturacdo (17 dias), h& indicacdo de que o KCI podera desempenhar um papel semelhante ao
NaCl no queijo tradicional de S&o Jodo do Pico, pelo menos até 75% de substituicdo. Estas
observac@es estdo de acordo com o obtido por Katsiari et al. (1997, 1998) e Ayyash et al. (2010) para

0s queijos Feta, Kefalograviera e Halloumi, respetivamente.

3.5.2 Cor

A andlise instrumental da cor da pasta e da crosta do queijo Sdo Jodo pelo sistema de coordenadas

CIELAB foi realizada aos 17 dias de maturagéo e encontra-se sumarizada na tabela 3.7.
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Tabela 3.7: Parametros da cor relativos a pasta e a crosta do queijo S&o Jodo salgado com NaCl ou
mistura NaCl/KCI ou KCI apenas, aos 17 dias de maturacao.

Tratamento da B B B Tratamento B B B
salgaA Cor — L* Cor — a* Cor — b* da saIgaA Cor—L* Cor — a* Cor — b*

C 82,56 + 0,12 -564+0,04  23,62+0,37

o Al 84,31+ 0,38 -5,34£0,21 21,58 £ 0,75 o A2 84,57 + 0,38 -5,52+0,16 21,48+0,38

E Bl 84,78 £ 0,37 -5,40£0,13 21,16 £ 0,48 E B2 85,03 + 0,24 -5,38 £0,11 21,12 + 0,31
C1 85,13 + 0,27 -5,32+0,20 21,35+0,33 Cc2 85,96 + 0,02 -5,23 +£0,02 20,41+0,02
D1 85,26 + 0,01 -5,51 + 0,09 21,32+0,07 D2 87,14 + 0,09 -5,08 + 0,09 19,62+0,08
C 78,11 £ 0,71 -4,78 £ 0,10 28,04 + 0,57

o Al 79,75 = 0,04 -5,37 £ 0,06 30,10 £ 0,84 © A2 79,94 + 0,91 -5,44 + 0,07 29,08 + 1,27

§ B1 80,89 + 0,43 -5,63+0,01 29,30+ 0,44 g B2 79,22 + 0,04 -5,55+0,12 28,85 + 0,80
C1 84,40 + 4,70 -5,59 + 0,06 30,10 + 0,18 Cc2 78,88 £ 0,77 -5,58 + 0,09 28,66 + 0,98
D1 81,49+ 1,15 -6,25 £ 0,09 30,31 +1,59 D2 78,18 = 3,11 -5,57 £ 0,02 29,67 +2,79

ATratamento da salga: C = 100% NacCl (controlo); A1 = 3NaCl:1KCI (m/m); B1 = 1NaCl:1KCl (m/m); C1 = 1NaCl:3KCl (m/m); D1
=100% KCI; A2 = 75% NaCl; B2 = 50% NaCl; C2 = 25% NaCl; D2 = 0% NacCl.

BValores médios + desvio padrdo referentes a dois ensaios, sendo n = 10 para cada ensaio relativo a pasta e n = 20 para cada
ensaio referente a crosta.

A andlise de variancia indicou que a luminosidade (L*) da pasta do queijo Sdo Jodo foi
significativamente superior & da crosta do queijo (P<0,05), tendo variado na pasta de 82,56 na
amostra controlo a 87,14 na modalidade de ensaio isenta de sal e, na crosta, de 78,11 a 84,40 no
gueijo convencional e no queijo salgado com mistura NaCIl/KCI (1:3), respetivamente. Os valores da
componente b* foram significativamente superiores na crosta (P<0,05) comparativamente a pasta do
gueijo, tendo variado de 19,62 a 23,62 na pasta, no queijo isento de sal e na amostra controlo,
respetivamente; e, de 28,04 a 30,31 na crosta, no queijo convencional e no queijo salgado com 100%
KCI. Por sua vez, os valores do parametro a* variaram entre -5,64 e -5,08 na pasta (P>0,05), para a
amostra controlo e para o queijo isento de sal, respetivamente, e de -6,25 a -4,78 na crosta (P<0,05)
para o queijo salgado com 100% KCI e para o queijo controlo. Acresce ainda que relativamente aos
tratamentos de salga aplicados ndo foram verificadas diferencas significativas na coordenada a* na
pasta do queijo, tendo se verificado um aumento e uma diminuicdo significava (P<0,05) da
luminosidade (parametro L*) e da cor amarela (componente b*), respetivamente, no interior do queijo
com a reducdo gradual em saédio, principalmente nas modalidades de ensaio sem substitui¢cdo; por
sua vez, na crosta dos queijos controlo e experimentais ndo foram verificadas diferencgas significativas

nas coordenadas que melhor permitem descriminar a cor nos queijos, L* e b*.

Os valores de L* obtidos na pasta de todos 0s queijos experimentais foram superiores aos do queijo
controlo, tanto na pasta (P<0,05) como na crosta (P>0,05). Verificou-se um aumento significativo dos
valores de L* da pasta ao longo das modalidades de ensaio associadas a cada tipologia de salga,
sendo que os queijos experimentais de redugdo simples revelaram ser mais claros, no seu interior,
comparativamente aos queijos salgados com a mistura NaCIl/KCI correspondente. De notar que o
gueijo salgado totalmente com KCI revelou-se significativamente (P<0,05) mais claro
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comparativamente ao queijo controlo e aos queijos salgados por mistura NaCl/KCI. Pelo contrario, os
valores da componente L* na crosta dos queijos experimentais salgados com mistura NaCIl/KCI foram
superiores aos queijos de reducao simples de Na. Os queijos salgados até 75% de substituicdo com
KCI, exibiram um aumento néo significativo de luminosidade, sendo que a modalidade de ensaio
salgada com 100% KCI apresentou uma tonalidade mais escura a superficie, provavelmente devido a
maior dificuldade do esgotamento do soro inerente a este queijo. Observou-se um decréscimo ligeiro
(P>0,05) nos valores de L* na crosta ao longo das modalidades de ensaio respeitantes a tipologia de
reducdo gradual simples de cloreto de sodio devido ao efeito de desidratacdo ocorrido para queijos
de concentracdo de NaCl reduzidas, que se tornaram mais escuros junto a superficie com a

diminui¢do da quantidade de sal.

No que respeita aos valores da coordenada b* da pasta, esta foi superior na amostra controlo
comparativamente aos queijos experimentais, por vezes, de modo significativo (P<0,05), tendo se
verificado o inverso (P>0,05) na crosta, em que 0s queijos experimentais exibiram uma tonalidade
amarela mais intensa. De um modo geral, os valores da componente b* na pasta decrescem ao longo
das modalidades de ensaio de ambas as tipologias de reducdo de Na. Os queijos experimentais com
salga por mistura exibiram uma tonalidade amarela mais acentuada, tanto na crosta como na pasta,
relativamente aos queijos com reducdo simples de NaCl. Os queijos experimentais com maior
reducdo de Na, tanto por substituicAo como por reducdo simples, obtiveram um amarelo mais
pronunciado na crosta comparativamente as respetivas tipologias de tratamentos de salga, muito
provavelmente devido a um maior efeito de desidratacdo a superficie destes queijos. De referir que o
gueijo de S&o Joao é fabricado com leite de vaca inteiro pasteurizado exibindo, consequentemente,
niveis de gordura elevados na sua composicdo, o que lhe confere uma crosta amarela e uma pasta
amarelada, tal como é observado no pardmetro cromatico b* (Alvarenga, 2008).

Relativamente a componente a*, o queijo controlo exibe um caracter ligeiramente (P>0,05) mais
esverdeado na pasta e significativamente menos esverdeado (P<0,05) comparativamente aos queijos
experimentais, aos 17 dias de cura. Observou-se que o caracter esverdeado na pasta (P>0,05) e na
crosta (P<0,05) dos queijos salgados com mistura NaCl/KCl aumenta & medida que se reduz o NaCl
e aumenta a quantidade KCI adicionada. Pelo contrario, verifica-se que a tonalidade esverdeada na
pasta diminui (P>0,05) a medida que se reduz o sal nos queijos, de forma gradual e isolada, pese

embora aumentar, de modo muito ténue (P>0,05), a tonalidade verde na crosta dos mesmos.

Em suma, o queijo controlo revelou ter uma coloragdo amarela mais escura na pasta e uma crosta
menos amarela, contudo menos luminosa comparativamente aos queijos experimentais, aos 17 dias
de maturagdo. Os queijos experimentais associados a reducdo simples de sal revelaram um interior
mais claro com uma menor tonalidade amarela, enquanto os queijos de salga por mistura NaCl/KCl
obtiveram, de um modo geral, crostas mais claras com uma cor amarela ligeiramente mais intensa.
Os tratamentos de salga por substituicdo aplicados ndo tiveram influéncia significativa na

luminosidade da pasta até 75% KCI e até 50% de reducdo simples de cloreto de sédio, porém
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diminuiram significativamente (P<0,05) a tonalidade amarela no interior, caracteristica deste queijo
tradicional, principalmente nas reducdes simples de Na a partir de 75%, o que sugere que a adicdo
progressiva de cloreto de potéssio inibe o efeito de reducao do pardmetro cromatico b*, apesar de
num modo ndo tdo eficaz como o NaCl. Na crosta ndo houve alteragbes significativas nas
coordenadas L* e b* com a aplicacdo das duas tipologias de salga inerentes aos diversos tratamentos
de salga aplicados.

3.6 Avaliacdo Sensorial

3.6.1 Prova Triangular

Aos 17 dias de maturacéo, realizaram-se provas triangulares de avaliacdo sensorial dos queijos Sdo
Jodo, para o lote A e para o lote B, com o intuito de detetar diferencas perceptiveis relativamente aos
diversos tratamentos de salga aplicados durante o fabrico, no que concerne a atributos de sabor,
textura (firmeza e macieza), cheiro e aparéncia. Os resultados da avaliagdo triangular estdo
sumarizados nas tabelas 3.8 e 3.9.

Tabela 3.8: Prova triangular aplicada ao lote A do queijo S&o Jodo salgado com NaCl ou mistura

NaCl/KCI ou KCI apenas, aos 17 dias de maturacao.

Tdr:tzz”llgzto N.° Provas N.°Cr0er?£t(;sstas ResultadoB Tdrztsz:gez}'\o N.° Provas N.°Croer?gtc;sstas ResultadoB
Al 30 15 A1#C A2 30 19 A2#C
B1 30 19 B1#C B2 30 21 B2#C
C1 30 26 C1#C c2 30 21 C2#C

ATratamento da salga: C = 100% NaCl (controlo); A1 = 3NaCl:1KCI (m/m); B1 = 1INaCl:1KCI (m/m); C1 = 1NaCl:3KCI (m/m); A2
= 75% NaCl; B2 = 50% NaCl; C2 = 25% NacCl.

BResultados da avaliacao estatistica inferidos a partir da tabela A.1 da BS I1SO 4120:2004 para « = 0,05.

A avaliacdo dos queijos experimentais relativa ao lote A revelou que, tanto os produtos lacteos de
salga por substituicdo com KCI como os de salga por reducdo simples gradual eram diferentes do
gueijo com salga convencional (controlo). Acresce ainda a observagdo nestes queijos experimentais
de um sabor extremamente amargo e acido, devido provavelmente a uma acidificacdo e uma
protedlise exagerada, conforme descrito em 3.4 (“Avaliacdo das Fragbes Azotadas na Protedlise”).

Por conseguinte, o resultado deste lote ndo sera contabilizado para as consideragfes subsequentes.
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Tabela 3.9: Teste do tridngulo aplicado ao lote B do queijo S&o Jodo salgado com NaCl ou mistura
NaCl/KCl ou KCI apenas, aos 17 dias de maturacao.

ngtzzgzﬁt\o N.° Provas N.°C§fgtc;sstas ResultadoB Tdrzt:;r:;;\'&o N.° Provas N.°C:)erfgtgztas ResultadoB
Al 30 16 A1#C A2 30 11 A2=C
B1 30 13 Bl1=C B2 30 20 B2#C
C1 30 14 Cl=cC Cc2 30 15 C2#C
D1 30 12 Di=C D2 30 20 D2#C

ATratamento da salga: C = 100% NacCl (controlo); A1 = 3NaCl:1KCI (m/m); B1 = 1NaCl:1KCI (m/m); C1 = 1INaCl:3KCI (m/m); D1
=100% KCI; A2 = 75% NaCl; B2 = 50% NaCl; C2 = 25% NaCl; D2 = 0% NacCl.
BResultados da avaliagdo estatistica inferidos a partir da tabela A.1 da BS ISO 4120:2004 para ¢ = 0,05.

Pelo contrario, a avaliacdo sensorial (prova triangular) dos queijos experimentais do queijo Sédo Jodo
do lote B revelou que os queijos com salga por mistura NaCl/KClI e com KCI apenas ter-se-do
revelado semelhantes ao queijo convencional, ao paladar do consumidor geral, a excecdo da
modalidade de ensaio NaCl/KCI (3:1) provavelmente devido a falta de padronizacdo do método no
decurso da etapa da salga verificada na determinacdo de sal, expresso em cloretos, e sédio. De
facto, os queijos experimentais com salga por substituicdo resultaram bastante satisfatorios,
principalmente em termos de sabor. Relativamente aos queijos experimentais de reducdo simples
gradual de cloreto de sddio, verificou-se que uma reducdo em 25% de sal ndo conferia diferencas
apreciaveis comparativamente ao queijo salgado com 100% NaCl. Contudo, & medida que o teor de
NaCl foi reduzido (de B2 a D2) o sabor amargo e fermentado foram gradualmente notados, assim
como o aumento da dureza e da fraturabilidade da massa do queijo que se intensificaram ao avancar

nestas modalidades de ensaio.

3.6.2 Avaliacdo Hedodnica

Por analogia, realizou-se o teste de aceitacdo, numa escala heddnica de 0 a 9 valores, a um total de
7 pardmetros sensoriais (aparéncia, cor, textura, consisténcia, sabor, cheiro e pasta) aos queijos Séo
Jodo constituintes do lote C, aos quais foram aplicados os diversos tratamentos de salga inerentes a
este estudo. Esta prova foi realizada aos 17 dias de maturacdo, por este periodo de tempo ser
considerado como a cura minima para venda ao consumidor, para este queijo tradicional feito a partir
de leite pasteurizado. Os resultados de aceitacdo pelo consumidor geral para os dados sensoriais de
todos os 7 atributos sensoriais para cada um dos 9 tratamentos de salga (C, Al, A2, B1, B2, C1, C2,
D1, D2) aos 17 dias de maturacéo encontram-se dispostos na tabela 3.10, sendo apresentados na

forma de diagrama na Figura 3.27.
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Tabela 3.10: Propriedades sensoriais do queijo S&o Jodo salgado com NaCl ou mistura NaCI/KCI ou
KCl apenas, no lote C, aos 17 dias de maturacéo.

- B
Propriedade sensorial

Tratamento _

da salgaA Aparéncia Cor Textura Consisténcia Sabor Cheiro Pasta Qz?ggglde
C 7,03+0,03 7,42+0,05 7,09+0,09 7,06+0,13 7,66+0,34 7,05+0,42 7,07+0,07 7,20+0,24
Al 7,57+0,10 7,30+0,03 7,50+0,30 7,70+0,03 7,87+0,07 6,90+0,23 7,60+0,13 7,49+0,31
A2 7,10+0,03 7,27+0,00 7,07+0,00 6,97+0,17 6,87+0,47 6,55+0,02 6,53+0,13 6,91+0,28
B1 6,38+0,31 6,73+0,04  6,49+0,26 6,75+0,37 6,54+0,15 6,27+0,04 6,65+0,35 6,54+0,1
B2 6,71+0,04 6,64+0,04  6,60+0,40 6,57+0,30 6,60+0,27 6,35+0,02 5,90+0,16 6,48+0,28
C1 7,03+0,30 7,00+0,27 7,17+0,17 7,20+0,27 6,80+0,20 6,23+0,23 7,07+0,00 6,93+0,33
Cc2 5,98+0,48 6,79+0,08 6,06+0,20 5,93+0,07 5,32+0,32 5,87+0,13 5,65+0,08 5,94+0,45
D1 6,63+0,17 6,87+0,00 6,33+0,14 6,30+0,17 5,90+0,03 6,20+0,40 6,17+0,23 6,34+0,32
D2 5,61+0,67 6,09+0,84 5,10+0,97 4,70+0,45 2,76+0,38 5,33+0,96 3,67+0,98 4,75+1,16

ATratamento da salga: C = 100% NacCl (controlo); A1 = 3NaCl:1KCI (m/m); A2 = 75% NaCl; B1 = 1NaCl:1KCI (m/m); B2 = 50%
lglaCI; C1 = 1NaCl:3KCI (m/m); C2 = 25% NaCl; D1 = 100% KCI; D2 = 0% NacCl.
Valores médios + desvio padréo referentes a dois ensaios.

A analise da variancia revelou diferencas significativas (P<0,05) entre tratamentos de salga e salga
convencional relativamente aos atributos da aparéncia, sabor, pasta e consisténcia, apesar de néo
terem sido detetadas diferencgas significativas na textura, a semelhanca do referido por Katsiari et al.
(1997, 1998). O queijo controlo e o queijo salgado com mistura NaCl/KCl (3:1) receberam pontuacdes
globais ligeiramente superiores aos restantes queijos experimentais, sendo essa diferenca
significativa (P<0,05) para os queijos experimentais com reduc¢do por substituicdo ou reducéo simples

de cloreto de sddio, a partir do decréscimo em 50% NacCl, inclusive.

No que respeita aos queijos salgados com mistura NaCIl/KCI, os queijos salgados com substituicdo de
25% KCI obtiveram uma pontuacdo mais elevada no sabor, bem como nos parametros da aparéncia,
textura, consisténcia e pasta, comparativamente ao queijo controlo, apesar de ndo terem sido
detetadas diferencas apreciaveis (P>0,05) entre esta modalidade experimental e o0 queijo controlo.
Segundo alguns autores, o cloreto de sédio pode mascarar defeitos de sabor, porém este efeito é
dependente do teor de sal adicionado e dos tipos de compostos quimicos produzidos durante o
tempo de prateleira (Katsiari et al., 1998). A medida que a quantidade de KCI aumentou, a partir de
25% de substituicdo, o queijo tornou-se gradualmente menos aceitavel devido a um maior sabor
amargo, metalico e ligeiramente picante, durante e apds a mastigacdo, bem como a maior humidade
inerente a pasta; contudo, as diferencas relativamente aos atributos sensoriais nao tiveram
significado estatistico, sendo apenas significativas (P<0,05) em termos de aceitacdo global do
produto. O facto pelo qual o queijo salgado com NaCI/KCI (3:1) ndo exibir um sabor amargo/metalico
pode ser atribuido ao efeito “mascara” do NaCl sobre o KCI (Katsiari et al., 1998). Também a perda
na consisténcia destes queijos experimentais, com salga NaCIl/KCI (1:1 e 1:3) e 100% KCI (P>0,05),
pode dever-se a textura granulosa da massa destes queijos. Resultados semelhantes foram
observados em estudos relativos ao efeito da substituicdo parcial de NaCl por KCl até 50% em
queijos Feta (Katsiari et al., 1997) e Kefalograviera (Katsiari et al., 1998) e até 75% em queijo
Halloumi (Kamleh et al., 2012). Ainda assim, verificou-se que o tratamento de salga NaCl/KCI (1:3)

nos queijos Sao Jodo obteve uma pontuagdo média final mais satisfatoria comparativamente ao
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gueijo salgado com mistura NaCI/KCI (1:1) e ao queijo experimental salgado totalmente com KCI, este
ultimo que foi considerado aceitavel para o paladar do consumidor geral.

Relativamente aos queijos experimentais associados a reducdo gradual simples de cloreto de sddio,
verificou-se que uma diminuicAo de 25% de sal ndo conferia diferengas apreciaveis
comparativamente ao queijo controlo e as modalidades experimentais de substituicdo globalmente
mais aceites. Verificou-se que ao longo da reducéo isolada de sal, de 50 a 0% NaCl, o sabor amargo
aumentou, por vezes de modo significativo (P<0,05), sendo extremamente amargo para 0 queijo
isento de sal, o qual foi descrito, por alguns provadores, como “sabor a erva”, tendo sido a
modalidade de ensaio com menor aceitacdo, ndo apenas no parametro do sabor, mas também
relativamente a qualidade global (P<0,05). Também se observou uma perda na firmeza nos queijos
de reducdo isolada de sal, sendo esta significativa (P<0,05) nos queijos totalmente isentos de sal,
nomeadamente nos atributos de consisténcia e pasta. Tal facto pode ser atribuido a aceleracdo da
protedlise ao longo da cura nestes queijos, como foi observado no ponto 3.4 (“Avaliagdo das Fragfes

Azotadas na Protedlise”).

Em suma, os resultados da tabela 3.10 demonstram claramente o sucesso do fabrico de queijos S&o
Jodo com salga por mistura NaCl/KCI e, inclusivamente, com substituicéo total de cloreto de sodio por
cloreto de potassio, provavelmente devido a uma protedlise mais intensa resultante para estes
gueijos, com um eventual impacto nas caracteristicas de textura e no sabor e aroma do queijo, pois,
como referem Sousa et al. (2001) e Yvon & Rijnen (2001), a fracdo hidrossollvel resultante engloba a
maioria de compostos sapidos, como acidos, sais, péptidos de baixo peso molecular e aminoacidos
livres, e, adicionalmente a alguns compostos volateis. Este resultado estd em consonancia com
aguele obtido para a prova triangular realizada ao lote B. Resultados satisfatérios semelhantes foram
obtidos por outros autores para algumas variedades de queijo, nomeadamente, queijos Cheddar,
Gouda, Prato, fundido (americano), Suico, Cottage, Caciotta, Colby, Camembert, Feta, Kefalograviera
e Halloumi (Katsiari et al., 1997,1998; Kamleh et al., 2012). Inclusivamente, queijos Cheddar e Colby
de teor reduzido em sodio, mediante substituicdo com cloreto de potassio, ja estdo comercialmente
disponiveis (Katsiari et al., 1997, 1998). Porém, convém referir que a tentativa de substituicdo parcial
em queijo Appenzell semiduro ndo foi bem sucedida (Katsiari et al., 1998). De salientar ainda que,
nos nossos resultados, a reducéo isolada de sal em 25% né&o foi perceptivel ao paladar, tal como
referido em Cruz et al. (2011), e a semelhanca do resultado do teste das diferencas obtido para o lote
B.
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Aparéncia

Cheiro Textura

Pasta

Cheiro Textura

Sabor Consisténcia

Figura 3.27 — Perfil sensorial obtido no queijo Sdo Jodo relativamente aos tratamentos da salga

aplicados aos 17 dias de maturacéo.

100 C.P. Soares (2012). Influéncia da reducéo de sal nas propriedades do queijo de S&o Jodo da ilha do Pico



Capitulo 4 — Concluséo

CAPITULO 4 - CONCLUSAO

O queijo Sao Jodo do Pico de qualidade bastante aceitavel pode ser fabricado utilizando misturas de
NaCI/KCl (3:1, 1:1 ou 1:3) ou 100% KCI, em alternativa a salga na massa apenas com NaCl. Os
gueijos obtidos experimentalmente ndo divergiram significativamente do queijo controlo no que se
refere a composicao quimica (humidade, proteina, matéria gorda e cloretos), evolugdo da protedlise,
contagens microbioldgicas e propriedades de textura. Deste modo, o cloreto de sddio pode ser parcial
ou totalmente substituido por cloreto de potdssio sem efeitos adversos significativos na qualidade
global do queijo Sdo Jodo. No geral, uma simples redu¢cdo em 25% do sal atualmente utilizado na
etapa da salga nestes queijos, também ¢é viavel, visto terem-se obtido resultados analogos as

modalidades de salga por substituicao.

A partir das determinacdes dos elementos de sodio e potassio, verificou-se que a utilizacdo de
misturas de salga NaCI/KCI (1:1 e 1:3) no queijo Sao Jodo do Pico permitiu reduzir o racio Na/K para
um valor muito proximo do recomendado pelos nutricionistas, tendo-se obtido 1,3 e 0,7, em base
molecular, respetivamente, aos 17 dias de maturacdo. Também o queijo Sdo Jodo salgado com
100% KCI corresponde a um alimento de “teor baixo em sodio” por possuir uma quantidade de Na
nado superior a 120 mg por porcdo de 100 g queijo, aos 17 dias de cura. De notar que uma redugéo
simples em 25% de cloreto de sddio permite a utilizacdo da mencgao “teor reduzido em sédio” na

rotulagem do queijo, com beneficios para a salde publica.

Os queijos Sdo Jodo com reducdo simples do sal mostraram-se significativamente mais acidos,
exibindo, no geral, valores de pH inferiores aos queijos experimentais de reducéo por substituicdo e
ao queijo controlo, este dltimo, tipicamente acido. No geral, os queijos experimentais salgados por
mistura NaCl/KCl, e no caso particular do lote B, revelaram ser significativamente menos acidos

comparativamente ao queijo convencional.

A analise microbioldgica apresentou resultados satisfatérios em todas as modalidades de salga por
substituicdo/reducéo, evidenciando, contudo algumas fragilidades de ordem higiénica que podem ser

corrigidas através das boas praticas de higiene e de laboracéo.

A reducdo por substituicdo parcial ou total de NaCl por KCI ou por redugéo isolada de NaCl, na
manufatura do queijo Sao Joao do Pico ndo influenciou a extensao e profundidade da protedlise ao
longo da maturagdo. Os resultados revelaram que a protedlise foi similar nos queijos experimentais e
controlo em todas as fases de maturacdo, embora se tenha verificado, no geral, uma tendéncia para
maiores indices de extensédo da protedlise nas modalidades de salga por substituicdo, ao longo da
maturacdo, e maiores niveis de profundidade da protedlise, nomeadamente no azoto nédo proteico,

nas modalidades de salga por redu¢éo simples gradual.
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Foi possivel observar, no plano fisico, variagdes significativas aos 17 dias de cura. Todas as
modalidades de salga por reducdo isolada exibiram propriedades de coesividade e adesividade
significativamente inferiores aos queijos experimentais por substituicdo. Verificou-se, também, que a
dureza foi significativamente superior nos queijos de reducdo isolada do sal, a partir de um
decréscimo em 25%, comparativamente aos queijos experimentais salgados com mistura NaCIl/KCI.
De notar que a substituicdo parcial/total de NaCl por KCI no queijo S&o Jo&o pareceu resultar num

perfil de textura similar ao do controlo (100% NacCl).

N&o foram encontradas diferengas na aceitacdo do queijo entre diferentes modalidades de salga de
reducdo por substituicdo até 75% NaCl, ndo obstante pequenas diferencas na analise descritiva no
gue concerne aos atributos da aparéncia, consisténcia, sabor e pasta. A analise sensorial revelou
caracteristicas organolépticas agradaveis, consensualmente bem classificadas pelo painel para os
gueijos de salga por substituicdo e de reducgédo simples até 50% NaCl, inclusive, sendo que a reducao

isolada de sal em 25% n&o foi perceptivel ao paladar.

Os resultados sensoriais, conjugados com os resultados quimicos, microbiolégicos, bioquimicos e de
textura, sugerem que o queijo Sado Jodo pode ser fabricado com sucesso utilizando KClI como
substituinte parcial ou total na salga, atualmente realizada com NaCl, ou apenas por recurso a uma

simples reduc@o em 25% da quantidade de sal.

Tal como sugerido ao longo da discussao, teria sido de interesse analisar 0os microrganismos e 0s
pardmetros de textura ao longo da maturacdo, bem como identificar os compostos moleculares
constituintes das fracdes azotadas por recurso a técnicas instrumentais de electroforese e RP-HPLC,

para melhor compreensédo dos resultados obtidos no estudo realizado.

Com este trabalho podera surgir o interesse em desenvolver linhas de investigacdo semelhantes na
tecnologia da salga relativamente a outros queijos nacionais, de tipo tecnolégico diferente, para

verificar até que nivel a reducao de sal € exequivel nos mesmos.

Na verdade, o queijo utilizado neste estudo, de consumo relativamente limitado dada a sua zona de
producdo, representa um tipo tecnolégico especifico de queijo, caracterizado essencialmente pelo
efeito conjugado da acidificacdo e elevado teor em humidade nas propriedades de textura e olfato-
gustativas. Neste contexto, o efeito da reducdo/substituicdo de sal pode ter implicacdes diferentes
noutros queijos nacionais, de grande consumo ou de origem tradicional, por exemplo, com tipologias
tecnoldgicas substancialmente diferentes, e em que os fendbmenos mais importantes sao de tipo ou

de intensidade diferentes.
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Poderédo constituir exemplos de estudo queijos com texturas proximas ao queijo estudado, mas com
origem diferente, assente sobretudo em protedlise mais extensa e profunda, como séo os queijos de
Azeitdo, Castelo Branco e Serra da Estrela, de leite cru, assim como a queijos de pasta semi-dura ou
dura, associados a tipologia do queijo Cheddar, como o queijo Sao Jorge, ou mesmo outras
variedades de queijo, por exemplo o queijo nacional de tipo holandés, conhecido como “flamengo”,
gue, sendo apresentado sob varias formas, é provavelmente o queijo de maior consumo entre nés e,
portanto, com um contributo alimentar muito importante, e que se caracteriza por apresentar uma
pasta bem ligada, de textura fechada, medianamente amanteigada, untuosa e uniforme, com alguns
olhos, associando os efeitos acidificante e proteolitico dos fermentos lacticos, com algum controlo

determinado pela tecnologia de fabrico.
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Anexo LA

ANEXO I.A — Ficha de provas do teste do triangulo.

QUESTIONARIO ANALISE SENSORIAL FACULDADE DE CIENCIAS E TECNOLOGIA

Prova Triangular

Nome: Data:
Sexo
M ] F []
Idade
15-30 anos [] Entre 31 a50 anos || Mais de 51 anos []

Produto: Queijos

Instrucdes:

1) Tem a sua frente trés amostras. Prove as amostras da esquerda para a direita. Duas
delas s&o iguais; uma é diferente. Indique o nimero da amostra diferente no espago
assinalado. Caso ndo tenha a certeza, registe o seu melhor palpite.

2) Pode colocar as suas observagdes no espago reservado aos Comentarios relativamente ao
modo como deu a sua resposta (por exemplo, se as diferencas que verificou foram em fungao
do sabor, textura (firmeza, maciez), cheiro (odor) e/ou aparéncia. Ainda no mesmo espaco,
pode acrescentar outras observagdes que julgue serem importantes.

OBRIGADO PELA SUA PARTICIPAGAO.

A amostra que difere tem o N°

Comentarios:
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Anexo |.B

ANEXO |.B — Teste de Aceitacdo ao queijo de Sdo Jodo.

Nome: Data:

Sexo

M O F O

Idade

15-30anos O Entre 31 e51anos O Mais de 51 anos O

Por favor, avalie a amostra, utilizando a escala seguinte para descrever o quanto gostou ou desgostou
dos queijos S&o Jodo.

1 — Desgosto totalmente

2 — Desgosto muito

3 — Desgosto moderadamente
4 — Desgosto ligeiramente

5 — N&o gosto, nem desgosto Assinale com um X a posicdo na escala que
6 — Gosto ligeiramente melhor traduza a sua opinido.

7 — Gosto moderadamente

8 — Gosto muito Obrigada pela sua participacgao!

9 — Gosto totalmente

Amostra n.°

QUALIDADE GLOBAL:

Aparéncia | 1 | 2 | 3] 4]5 [ 6] 7] 8] 9|
Cor | 1 | 2 [ 3] 4] 5 [ 6 | 7] 89|
(branca a amarela

ténue)

Textura | 1 ] 2 1 3] 4]5s5[6 ] 7] 8] 9]
(irregular, pouco

compacta)

Consistéencia | 1 [ 2 [ 3 [ 4 [ 5 [ 6 [ 7 [ 8 [ 9 |
(mole, pastosa)

Sabor 12 ] 2 ] 3] 456 ] 7] 819
Cheiro | 1 ] 2 1 3] 4]5s5[6 ] 7] 8] 9]
Pasta 12 ] 2 1 3] 4] 5 [6 ] 7] 819

(amanteigada)

Comentarios™:

W Descreva possiveis defeitos que tenha detectado ao longo da apreciagéo, relativos a aparéncia (p. ex.: seca,
humida, fissuras), pasta (p. ex.: presenca de olhos, quebradica, esponjosa, pastosa, dura) e sabor (p. ex.: acido,
amargo, metalico, salgado, picante, fermentado e azedo).
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