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RESUMO

Esta tese de doutorado teve como objetivo principal estudar o efeito do tipo de &cido na
acidificacdo do leite, nas caracteristicas fisico-quimicas e na composicdo mineral da massa
coalhada visando fabricacdo de Requeijdo. Partindo do leite reconstituido armazenado por 24
horas a temperatura de 5°C, iniciou-se a acidificacdo do leite mantido & 5 °C sob agitacdo
utilizando &cido latico (85% m/v), &cido cloridrico (37% m/v) e &cido sulfarico (98% m/v) até
atingir os pH de 4,55; 4,70; 4,85 e 5,00. A coagulacdo do leite foi iniciada com o aumento
gradual da temperatura de 5 °C até 55 °C. Apds a coagulacdo, o aglomerado proteico
precipitado (massa coalhada) foi drenado com auxilio de um pano dessorador acoplado a um
sistema de filtracdo a vacuo por tempo padronizado de 90 segundos para separacdo da fase
soltvel permeada (soro) e foram realizadas as analises fisico-quimicas. Os resultados
demonstraram que o0 processo de obtencdo da massa coalhada pela acidificagdo do leite frio
possibilita a automacdo da fabricagio em uma operacdo continua para a fabricacdo de
Requeijdo. O teor de calcio idnico no leite é influenciado pelo abaixamento do pH, sendo que
os &cidos cloridrico e sulfarico proporcionam uma maior liberacdo de calcio da fase coloidal
para a fase soltvel. O pH de acidificacdo do leite influenciou no tempo e temperatura de inicio
de coagulacdo. As fabricagdes com &cidos sulfarico e cloridrico em pH 4,55 tiveram um maior
rendimento ajustado em kg de massa/100 kg de leite e o acido sulfirico proporcionou maiores
perdas na producdo. O pH de acidificacdo do leite influenciou no pH, na umidade e nas
caracteristicas fisicas das massas coalhadas. Os soros obtidos nos tratamentos com acido
cloridrico apresentaram maiores valores de célcio id6nico e calcio ibnico em pH 4,00 e
influenciou no pH e nas caracteristicas fisicas dos soros O pH e 4cido utilizado na acidificacdo
do leite nao influenciou nas concentragdes de B-Lactoglobulina, entretanto, houve uma
influéncia nos valores de a-Lactoalbumina. Na caracterizacdo mineral das amostras de cinzas
das massas coalhadas, os valores de célcio fosforo e magnésio foram menores no pH 4,55 nos
trés acidos utilizados. O pH de acidificacdo do leite influenciou na distribuicdo mineral das
amostras de cinzas dos soros. Sendo assim, a producdo de massa coalhada utilizando acido
cloridrico para abaixamento do pH até 4,55, proporcionou maior liberacdo de calcio da fase
coloidal para a fase soluvel, inicio da coagulacdo mais rapido, maiores rendimentos e
aproveitamento dos constituintes do leite na massa coalhada com menos perdas de processo,
maior liberacdo de célcio no soro, fazendo com que a massa coalhada fique com menos célcio
e consequentemente melhorando o processo de fusdo e um maior aproveitamento das proteinas

do soro na massa coalhada.



Palavras-chave: Leite; Acido latico; Acido cloridrico; Acido sulfarico; Coagulacdo; Célcio;

Espectroscopia.



ABSTRACT

The main objective of this doctoral thesis was to study the effect of the type of acid on
milk acidification, on the physicochemical characteristics and on the mineral composition of
the curd mass for the production of Requeijdo. Starting from the reconstituted milk stored for
24 hours at 5°C, the acidification of the milk kept at 5°C under agitation was initiated using
lactic acid (85% m/v), hydrochloric acid (37% m/v) and sulfuric acid (98% m/v) until reaching
pH values of 4.55; 4.70; 4.85 and 5.00. Milk coagulation was initiated by gradually increasing
the temperature from 5°C to 55°C. After coagulation, the precipitated protein agglomerate
(curdled mass) was drained using a desiccant cloth coupled to a vacuum filtration system for a
standardized time of 90 seconds to separate the permeated soluble phase (whey), and physical-
chemical analyses were performed. The results demonstrated that the process of obtaining the
curdled mass by acidifying cold milk allows the automation of production in a continuous
operation for the production of Requeijdo. The ionic calcium content in milk is influenced by
the lowering of pH, with hydrochloric and sulfuric acids providing a greater release of calcium
from the colloidal phase to the soluble phase. The acidification pH of the milk influenced the
time and temperature of the start of coagulation. Production with sulfuric and hydrochloric acids
at pH 4.55 had a higher adjusted yield in kg of mass/100 kg of milk, and sulfuric acid provided
greater losses in production. The pH of milk acidification influenced the pH, moisture and
physical characteristics of the curdled masses. The wheys obtained in the treatments with
hydrochloric acid presented higher values of ionic calcium and ionic calcium at pH 4.00 and
influenced the pH and physical characteristics of the wheys. The pH and acid used in milk
acidification did not influence the concentrations of B-Lactoglobulin, however, there was an
influence on the values of a-Lactoalbumin. In the mineral characterization of the ash samples
of the curdled masses, the values of calcium, phosphorus and magnesium were lower at pH 4.55
in the three acids used. The pH of milk acidification influenced the mineral distribution of the
ash samples of the wheys. Therefore, the production of curd mass using hydrochloric acid to
lower the pH to 4.55 provided greater release of calcium from the colloidal phase to the soluble
phase, faster onset of coagulation, higher yields and use of milk constituents in the curd mass
with fewer process losses, greater release of calcium in the whey, causing the curd mass to have
less calcium and consequently improving the fusion process and greater use of whey proteins

in the curd mass.



Keywords: Milk; Lactic acid; Hydrochloric acid; Sulfuric acid; Coagulation; Calcium;
Spectroscopy.
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1 INTRODUCAO

O trabalho apresentado neste documento € um projeto de quimica e tecnologia na
area de alimentos, vinculado ao Programa MAI/DAI da UFJF, em parceria com uma
empresa multinacional que beneficia e processa o leite para a producdo de derivados
lacteos. O objetivo geral é estudar o efeito do tipo de &cido na acidificacdo do leite, nas
caracteristicas fisico-quimicas e na composicdo mineral da massa coalhada visando
fabricacdo de Requeijdo.

O titulo do trabalho engloba a etapa de coagulacao do leite por acidificacdo direta.
Com esse processo, obtemos dois produtos distintos: a massa coalhada que é destinada a
fabricacdo do Requeijdo e o soro do leite, um liquido rico em nutrientes que por muito
tempo foi considerado um subproduto da industria de laticinios, mas que nos dias atuais
é utilizado na sua forma in natura, desidratado, ou até mesmo na extracdo de seus
componentes, como ingrediente na fabricacdo de outros produtos da industria de
alimentos ou farmacéutica.

A coagulacdo do leite quente por acidificacdo direta para a obtencdo da massa
coalhada, é realizada na industria de laticinios em bateladas, e proporciona um menor
tempo de processo e maior uniformidade nas produgdes. Estudar o efeito da acidificacdo
do leite em baixas temperaturas, possibilita a otimizacdo do processo de fabricacdo para
uma operagdo continua. Entretanto, foi preciso entender o efeito da acidificacdo direta
por diferentes acidos e em diferentes valores de pH a baixa temperatura no rendimento
de fabricacdo e nas caracteristicas fisico-quimicas da massa coalhada e do soro de leite
gerados com esse novo método.

O monitoramento do processo de acidificacdo em baixa temperatura foi realizado
para entender o comportamento do calcio, mineral importante na coagulacao do leite, a
influéncia no tempo e temperatura de coagulagdo do leite e nas caracteristicas fisico-
quimicas da massa coalhada que sera usada para a fabricacdo de Requeijdo. Também foi
avaliado, o perfil proteico do soro gerado nesses processos. Essa caracterizacao se torna
importante, uma vez que a proteina presente no soro do leite é considerada um
componente com importante valor comercial e nutricional.

A caracteristica e composi¢do da massa coalhada é um fator importante para a
fabricacdo do Requeijdo e € um ponto importante a ser estudado, uma vez que esse queijo
é um dos mais produzidos e consumidos no Brasil, estando presente em 64,5% das casas

brasileiras segundo dados do Diario Agricola de 2022. E um queijo que pertence ao grupo
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dos queijos fundidos por passar pelo processo de fuséo sob agitacdo e aquecimento, onde
o pH e o equilibrio salino da massa coalhada influenciam na qualidade do produto final.
Alteracdes no processo de coagulagéo do leite podem influenciar na cifra de transi¢éo dos
componentes do leite que vdo para a massa coalhada ou para o soro, alterando as
caracteristicas dos mesmos. Portanto, esse trabalho visa gerar conhecimentos cientificos
que permitam compreender melhor a etapa de coagulacdo do leite para otimizagdo na
indUstria de laticinios, e as caracteristicas fisico-quimicas da massa coalhada e do soro,
quando obtidos pelo processo de acidificacdo direta do leite por diferentes acidos e

valores de pH a baixa temperatura.
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2 OBJETIVO

Este trabalho tem como objetivo estudar o efeito do tipo de acido na acidificacéo
do leite, nas caracteristicas fisico-quimicas e na composicdo mineral da massa coalhada

visando fabricacdo de Requeijéo.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Dentre os objetivos especificos do trabalho, estéo:
a) Analisar as caracteristicas fisico-quimicas e o teor de célcio do leite desnatado
reconstituido;
b) Avaliar a distribuicdo mineral do leite pela técnica de MEV/EDS;
c) Acidificar o leite desnatado com diferentes acidos e em diferentes valores de pH (4,55;
4,70; 4,85 e 5,00) a baixa temperatura (5 °C);
d) Avaliar a distribuicdo de calcio idnico dos leites acidificados a frio;
e) Avaliar o efeito dos diferentes acidos e valores de pH no processo de obtencao das
massas coalhadas;
f) Realizar o balanco de massa e os célculos de rendimento ajustado do processo de
obtencdo das massas coalhadas;
g) Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas das massas coalhadas produzidas;
h) Avaliar a distribuicdo mineral das massas coalhadas produzidas a partir dos diferentes
acidos e valores de pH pela técnica de MEV/EDS,;
i) Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e o teor de célcio dos soros obtidos nos
processos de coagulacao;
J) Avaliar o perfil proteico dos soros obtidos nos processos de coagulacdo pelos métodos
de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) e eletroforese em gel;
k) Avaliar a distribuicdo mineral dos soros obtidos nos processos de coagulacéo pela
técnica de MEV/EDS;
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3 REFERENCIAL TEORICO

O referencial tedrico deste trabalho aborda as informacdes essenciais sobre 0s

temas discutidos ao longo da pesquisa.

3.1 COMPOSICAO DO LEITE

O leite ¢ amplamente reconhecido como um alimento completo e de alta qualidade
nutricional. Essa designacdo se deve a sua composicdo naturalmente equilibrada e
diversificada, sendo constituido por proteinas, gorduras, carboidratos, vitaminas e sais
minerais em propor¢des adequadas para a nutricdo humana. Trata-se de um produto de
consumo rotineiro em todo o mundo, podendo ser ingerido em sua forma natural, como
também em versdes processadas, como o leite em pd ou em diversos derivados, entre 0s
quais se destacam o0s queijos, iogurtes, sobremesas lacteas e outros produtos
desenvolvidos a partir da matéria-prima lactea (Muller, 2002).

O elevado valor nutritivo do leite estd relacionado, sobretudo, a presenca de
proteinas de alta qualidade bioldgica, compostas por aminoacidos essenciais digestiveis
(DIAAS), além de componentes lipidicos com propriedades funcionais, como 0s
elementos anticancerigenos encontrados na gordura do leite. Entre esses compostos,
destacam-se o acido linoleico conjugado (CLA), o acido butirico, o B-caroteno e as
vitaminas lipossoltveis A e D, que atuam positivamente na satde humana. Outro ponto
de destaque € o fato de o leite representar a principal fonte alimentar de calcio com alta
biodisponibilidade, o que o torna essencial para a saude dssea e para varias funcbes
fisioldgicas (Trevisan, 2008; Jelinska et al., 2017; Herreman et al., 2020).

De acordo com a definicédo estabelecida pela Instru¢cdo Normativa N° 51, de 18 de
setembro de 2002 (IN51), o leite é o produto resultante da ordenha completa e ininterrupta
de vacas sadias, bem alimentadas, descansadas e mantidas em boas condicdes de higiene.
Essa ordenha deve ocorrer em ambiente adequado, garantindo a qualidade microbiol6gica
e fisico-quimica do produto final. Caso o leite seja proveniente de outras espécies animais,
como cabras, ovelhas ou bufalas, a legislacdo determina que o produto deve ser rotulado
e identificado conforme a espécie de origem (Brasil, 2002).

A composicédo do leite ndo é estatica e pode variar significativamente de acordo
com diversos fatores, entre esses, estdo a espécie e a raca do animal, a idade, o estagio de

lactagéo, o tipo de alimentacdo oferecida, assim como seu estado de saude e bem-estar
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geral. Apesar de sua complexidade, que envolve a presenca de mais de 100.000 diferentes
moléculas ja identificadas, é possivel resumir a composicdo basica do leite em cinco
principais grupos de componentes: &gua, gorduras, proteinas, lactose e sais minerais,

como ilustrado na Tabela 1 (Fox, 2009).

Tabela 1 - Composicgéo do leite de vaca (g.100g-1).

Composicdo Instrugdo Normativa n° 76 do

Componentes média do leite MAPA de 2018 Variagao
Agua (9.100g™) 87,1 - 85,3 - 88,7
Gorduras (g.100g™) 4,0 minimo 3,0 25-55
Lactose (g.100g™?) 4,6 minimo 4,3 3,8-53
Proteinas (g.100g™?) 3,3 minimo 2,9 23-44
Minerais (g.100g?) 0,7 - 0,57-0,83
So"dos(g”_i‘(’)g;;j“rosos 8,9 minimo 8,4 7,9-10,0
Sélidos Totais (g.100g™) 12,9 minimo 11,4 11,3 -14,7

Fonte: adaptado de Walstra; Jenness, 2006; Brasil, 2018.

A 4gua constitui o componente predominante na composicdo do leite,
representando entre 87% e 90% do total, dependendo de fatores como a espécie do
animal, dieta e condices fisioldgicas. Essa alta proporcdo de dgua é fundamental para a
funcdo do leite como meio de transporte e dispersdo dos demais constituintes. Os
carboidratos, proteinas, sais minerais e algumas vitaminas estdo dissolvidos ou suspensos
na fase aquosa, enquanto a gordura e as vitaminas lipossollveis se encontram em
emulsdes. Essa rica composic¢éo e a forma com que os constituintes do leite se encontram
na dgua é o que conferem ao leite suas caracteristicas fisicos-quimicas unicas (Walstra;
Jenness, 2006).

A gordura do leite, por sua vez, nao esta dissolvida, mas dispersa na forma de
pequenos glébulos emulsionados na agua. Cada globulo de gordura é envolvido por uma
membrana lipoproteica natural composta majoritariamente por fosfolipidios. Essa
estrutura apresenta uma porg¢éo polar, que interage com a agua, e uma por¢éo apolar, que
interage com os lipidios, conferindo estabilidade a emulséo e impedindo a coalescéncia
dos glébulos. Essa organizacéo € essencial para manter a distribuicdo uniforme da gordura
no leite. No conteddo lipidico, encontram-se acidos graxos saturados e insaturados, com
destaque para os de cadeia curta e média, que conferem sabor caracteristico e sdo

rapidamente metabolizados. Além disso, a gordura do leite é essencial para a absorcéo de
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vitaminas lipossolUveis, como as vitaminas A, D, E e K, contribuindo para a qualidade
nutricional do produto (Knight et al., 1994).

A lactose, principal carboidrato presente no leite, € um dissacarideo composto por
uma unidade de glicose e uma de galactose. Representa uma fracdo significativa dos
solidos totais ndo gordurosos do leite. A lactose tem papel importante na manutengédo da
pressdo osmatica do leite e contribui substancialmente para seu valor energético. Além
disso, ela é fermentada por bactérias acido-laticas durante a producéo de derivados como
iogurtes e queijos, sendo fundamental para o desenvolvimento do sabor e da textura
desses produtos (Hurley, 1999).

As proteinas do leite podem ser divididas em dois grandes grupos, com base em
seu estado fisico e funcional no leite: as caseinas e as proteinas do soro. As caseinas estao
presentes em forma de micelas, que sdo estruturas coloidais complexas com diametro
variando entre 50 e 500 nanémetros. Estas micelas sdo responsaveis por muitas das
propriedades funcionais do leite, incluindo sua capacidade de coagulagéo, essencial para
a fabricacdo de queijos. Ja as proteinas do soro, também conhecidas como proteinas
sollveis, permanecem dispersas em solucdo molecular e incluem a beta-lactoglobulina, a
alfa-lactoalbumina, imunoglobulinas e outras proteinas bioativas. O leite € uma fonte
completa de proteinas porque contém todos os aminoacidos essenciais, ou seja, aqueles
que o organismo humano néo é capaz de sintetizar e que devem ser obtidos por meio da
alimentacdo. A presenca equilibrada desses aminoacidos é um dos principais motivos
pelos quais o leite é considerado um dos alimentos mais completos e valiosos do ponto
de vista nutricional (Muller et al., 2021).

Os minerais presentes no leite, embora correspondam a uma fragéo relativamente
pequena da composicdo total, desempenham papéis funcionais essenciais. Eles
contribuem para a estabilidade estrutural das proteinas, afetam as caracteristicas
organolépticas como sabor e textura, e influenciam diretamente processos tecnolégicos,
como a coagulacdo do leite na producdo de queijos. Minerais como calcio, fdsforo,
potassio, magnésio e zinco estdo presentes em proporcdes significativas, sendo o calcio
particularmente relevante pela sua alta biodisponibilidade. A interacdo entre esses
minerais e as proteinas, especialmente as caseinas, é fundamental para 0 comportamento
fisico-quimico do leite durante o processamento industrial (Mephan et al., 1992; Fox,
2009).
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3.1.1 Proteinas do leite

As proteinas constituem, em media, cerca de 3,3% da composicao total do leite,
sendo consideradas um dos principais componentes em termos de valor bioldgico e
funcionalidade tecnoldgica. Essas proteinas podem ser classificadas em dois grandes
grupos distintos, com base em suas caracteristicas fisico-quimicas e comportamento
durante o processamento: as caseinas e as proteinas do soro (Mezzamo, 2023).

Dentre esses dois grupos, as caseinas representam a fracdo predominante no
conteddo proteico do leite, correspondendo a aproximadamente 83,85% do total de
proteinas presentes. As caseinas sdo fosfoproteinas que se organizam estruturalmente em
micelas, formando agregados estaveis de grande importancia para a estabilidade coloidal
do leite. Essas micelas desempenham papel fundamental na fabricacdo de queijos e outros
derivados fermentados, uma vez que sdo diretamente envolvidas nos processos de
coagulacdo e na retencdo de célcio e fosforo. As quatro principais subclasses de caseinas
encontradas no leite bovino sdo: asl-caseina, as2-caseina, B-caseina e k-caseina, cada
uma com funcdes e caracteristicas especificas (Padilla Doval; Zambrano Artega, 2021).

Por outro lado, as proteinas do soro, que compreendem aproximadamente 16,25%
da fracdo proteica total do leite, sdo solveis na fase aquosa. Esse grupo de proteinas
inclui diversas moléculas bioativas, como a P-lactoglobulina, a a-lactoalbumina, as
imunoglobulinas, a lactoferrina, a albumina do soro bovino e as enzimas presentes
naturalmente no leite. Essas proteinas possuem alta digestibilidade, importante valor
nutricional e propriedades funcionais que as tornam Uteis na industria de alimentos,
especialmente em produtos com apelo proteico, como suplementos nutricionais e
formulas infantis (Batista et al., 2023).

A proporcao entre caseinas e proteinas do soro, conforme demonstrado na Tabela
2, € um dos fatores criticos que influenciam a aplicacdo industrial do leite e seus
derivados, além de impactar diretamente a textura, rendimento e caracteristicas sensoriais
dos produtos lacteos (Mephan et al., 1992; Muller et al., 2021).
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Tabela 2 - FragOes das proteinas do leite em relacdo ao valor total (%om/m).

Fracao da proteina % da proteina
Caseina 83,85
Alfasi (0s1-CN) 33,93
Alfasz (0s2-CN) 8,82
Beta caseina (f-CN) 31,45
Kappa Caseina (k-CN) 9,65
Soroproteinas 16,25
a-Lactalbumina (a-LA) 3,51
B-Lactoglobulina (B-LG) 9,1
Albumina (BSA) 1,09
Imunoglobulina; (1gG1) 1,55
Imunoglobulina; (19G2) 0,22
Imunoglobulinaa (IgA) 0,27
Imunoglobulinam (IgM) 0,24
Lactoferrina 0,27

Fonte: Lappierre et al. (2012).

As caseinas, que compdem a fracdo proteica majoritéria do leite, sdo classificadas
como fosfoproteinas devido a presenca de grupos fosfato ligados aos residuos de serina
em suas cadeias polipeptidicas. Sua estrutura quimica é definida como um polimero de
aminoacidos modificados a sintese protéica para a formacéo das fosfoproteinas, unidos
por ligacBes peptidicas, resultando em longas cadeias lineares ou levemente dobradas.
Essas cadeias formam subgrupos distintos, que se diferenciam por suas propriedades
fisico-quimicas e por suas funcdes na formacdo da micela de caseina, uma estrutura
altamente organizada que € essencial para a estabilidade coloidal do leite (Lappierre et
al., 2012).

As principais subfragdes da caseina sdo quatro: asl-caseina (asl-CN), as2-
caseina (as2-CN), B-caseina (B-CN) e k-caseina (k-CN). Cada uma dessas subfracdes
apresenta caracteristicas Unicas quanto a solubilidade, carga elétrica, composicado de
fosfato, e papel na micela e na coagulagio do leite. Dentre elas, a asl-caseina € a mais
abundante no leite bovino e se destaca por sua boa solubilidade em &gua e propriedades
emulsificantes que favorecem a interagdo entre fases lipidicas e aquosas em sistemas
alimentares. Essa caracteristica é particularmente relevante em produtos lacteos como
queijos e bebidas lacteas (Muller-Buschbaum et al., 2007).

A B-caseina também se apresenta em proporc¢éo significativa, embora seja menos

soliivel em meio aquoso em comparagdo a osl-caseina. Uma caracteristica distintiva da
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B-CN é a suas variacOes genéticas, especialmente em relacdo aos alelos Al e A2. Essas
variantes influenciam a digestibilidade do leite e tém sido objeto de estudos que
investigam possiveis correlagbes com respostas inflamatorias e desconfortos
gastrointestinais em pessoas sensiveis (Jaiswal; Sarsavan, 2014).

A x-caseina, por sua vez, desempenha um papel crucial na estabilidade da micela
de caseina. Apesar de estar presente em menor proporg¢do, sua importancia funcional é
significativa. Essa subfracdo possui grupos fosfato que interagem fortemente com ions de
calcio e forma uma espécie de “capa protetora” ao redor das micelas, impedindo sua
agregacdo espontanea. Essa propriedade € determinante nos processos de coagulagédo
enzimatica, como na fabrica¢do de queijos, pois a clivagem da x-CN pelas enzimas
coagulantes leva a desestabilizacdo micelar e a formacdo da coalhada (Gonzélez;
Campos, 2003).

Os pesos moleculares das principais subfracGes das caseinas sdo variados,
refletindo sua complexidade estrutural: a as1-CN apresenta aproximadamente 23,6 kDa,
a as2-CN cerca de 25,2 kDa, a B-CN em torno de 24,0 kDa, ¢ a k-CN cerca de 19,0 kDa
(Tsabouri et al., 2014). Além disso, o nimero de grupos fosfato presentes em cada
subunidade afeta diretamente seu comportamento em diferentes faixas de pH. Essa
variacdo influencia o ponto isoelétrico (pl) de cada proteina, o que a torna propensa a
precipitagao. A as1-CN possui entre 8 e 10 grupos fosfato/mol e pl entre 4,2 ¢ 4,7; a as2-
CN varia de 10 a 13 grupos fosfato/mol; a B-CN possui entre 4 e 5 grupos fosfato/mol
com plde 4,6 a 5,1; enquanto a k-CN apresenta apenas um grupo fosfato/mol, mas um pl
relativamente amplo, entre 4,1 e 5,8. A média do ponto isoelétrico da micela de caseina
como um todo é de aproximadamente pH 4,6, 0o que explica sua desestabilizacdo e
precipitacdo em ambientes acidos, como ocorre naturalmente na fermentacdo latica
(Josephson et al., 1971; Di Luccia et al., 1988).

A estrutura das micelas de caseina é complexa e altamente organizada. Elas sdo
formadas por fragcdes menores denominadas submicelas, compostas por diferentes tipos
de caseinas interligadas por pontes de fosfato de célcio coloidal, bem como por interacGes
hidrofdbicas e ligagdes de hidrogénio. Essa configuracdo resulta em particulas micelares
com diametro variavel, podendo oscilar entre 20 a 300 nandmetros (Horne, 2006).

Do ponto de vista estrutural, as micelas apresentam uma regido central
predominantemente hidrofobica, onde se concentram principalmente as fragdes asl, as2
e P-caseinas. A periferia das micelas, por sua vez, ¢ constituida por k-caseina, que por

conter regides polares expostas ao meio aquoso, confere a estrutura uma camada
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hidrofilica externa. Essa configuracdo permite que as micelas permanecam dispersas em
solucéo, conferindo ao leite sua aparéncia homogénea e coloidal. A presenca dos grupos
fosfato, especialmente nas regides que envolvem a f-caseina, promove uma dobradura
molecular que facilita a agregacdo ordenada das subunidades, garantindo a formacéo de
uma matriz interna altamente hidratada e estdvel (Antonov; Moldenaers; Cardinaels,
2017; Rebouillat; Ortega-Requena, 2015).

Essa conformacéo estrutural exerce influéncia direta em importantes propriedades
tecnoldgicas do leite. A estabilidade térmica, a resisténcia a coagulagéo, a formacédo de
gel e a cor branca caracteristica do leite estdo todas associadas a organizagdo
tridimensional das micelas de caseina. No processamento industrial, compreender essa
estrutura € essencial para otimizar processos como a pasteurizacdo, ultrafiltracdo,
fermentacdo e fabricacdo de queijos e iogurtes, nos quais a manipulacdo da estrutura
micelar tem impacto direto sobre a textura, rendimento e qualidade sensorial dos produtos
finais (Fox; Brodkorb, 2008; Silva et al., 2019).

Figura 1 - Representacao esquematica das fracdes proteicas que formam as micelas de

caseina.
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Fonte: Criado com Biorender.com (2025).

A kappa-caseina (xk-CN), localizada predominantemente na superficie externa das
micelas de caseina ¢ altamente hidratada e forma uma espécie de “capa protetora” ao
redor da micela, composta por filamentos com cargas negativas. Essas cargas promovem

repulsdo eletrostatica entre as micelas, evitando sua aglomeracdo e assegurando a



27

estabilidade fisica da dispersdo coloidal do leite durante o armazenamento e o
processamento (Varnam; Sutherland, 1995).

Do ponto de vista composicional, as micelas de caseina sdo predominantemente
constituidas por proteinas (aproximadamente 91%), mas também incluem minerais como
calcio e fdsforo, tanto em formas organicas quanto inorganicas. Pequenas quantidades de
outros ions, como magnésio, sodio e potéssio, também fazem parte dessa estrutura. Essa
composicdo reforca ndo apenas o valor nutricional do leite, mas também suas
propriedades tecnolodgicas, sendo fundamental para produtos fermentados e queijos
(Sgarbieri, 1996).

Além de seu papel funcional no leite fluido, as caseinas se destacam como
matérias-primas fundamentais na fabricacdo de uma variedade de produtos lacteos,
especialmente queijos. Sua estrutura permite interagdes com enzimas coagulantes e ions
calcio, facilitando a formacdo do coagulo durante o processo de coagulacdo. As micelas
sdo especialmente ricas em aminoacidos de cadeia ramificada, como leucina, isoleucina
e valina, o que também contribui para seu valor nutricional elevado (Mezzamo, 2023).

As proteinas do soro diferem das caseinas principalmente por sua estrutura
tridimensional mais compacta e globular. Essa caracteristica as torna mais soltveis em
agua e também mais susceptiveis a alteragdes térmicas. Apesar de ndao apresentarem
grupos fosfato ligados, como ocorre nas caseinas, elas possuem alto conteudo de
aminoéacidos sulfurados, o que as torna nutricionalmente relevantes, especialmente em
dietas com foco em fortalecimento muscular e imunidade (Fonseca; Santos, 2007).

A B-LG é a proteina majoritaria do soro no leite bovino, correspondendo a cerca
de metade das proteinas dessa fracdo e aproximadamente 12% da proteina total do leite.
Sua estrutura é sensivel a mudancas de pH, concentracdo de ions e outros constituintes
do meio, o que influencia diretamente sua estabilidade térmica durante o processamento
industrial (Fox; McSweeney, 1998; Kontopidis et al., 2004).

Jaa a-LA, segunda em abundancia entre as proteinas do soro, representa cerca de
20% dessa fracdo. Ela esta diretamente envolvida na biossintese da lactose e participa do
complexo enzimético responsavel por esse processo. Sua presenca é fundamental para a
regulacdo da secrecdo de leite na glandula mamaria (Harding, 1995; Velickovic et al.,
2018).

As imunoglobulinas, embora presentes em menor quantidade no leite,
desempenham papel essencial na imunidade passiva, especialmente no colostro. A

imunoglobulina G (IgG), em particular, é a mais abundante entre elas, permanecendo no
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leite ap0Os a fase colostral e contribuindo para a defesa imunoldgica do recém-nascido
(Knight et al., 1994).

A albumina sérica, derivada do plasma sanguineo, também é transportada para o
leite via glandula mamaria, apresentando uma massa molecular significativamente maior
em comparacdo com as demais proteinas do leite (Larson, 1985). A lactoferrina, por sua
vez, é uma glicoproteina multifuncional que atua como agente antimicrobiano,
antioxidante e imunomodulador, além de facilitar a absor¢do de ferro no trato

gastrointestinal (Steijns; Hooijdonk, 2000; Krissansen, 2007).

3.1.2 Composicao salina do leite

Os minerais presentes no leite exercem funcdes essenciais tanto sob a dtica
nutricional quanto tecnolodgica. Eles influenciam diretamente na estabilidade fisico-
quimica da matriz lactea, no sabor caracteristico do produto, bem como na eficiéncia dos
processos de beneficiamento e industrializacéo, especialmente na fabricacdo de queijos,
iogurtes e outros derivados. Diversos fatores podem interferir na concentracdo e
distribuicdo desses minerais no leite, como o estagio fisioldgico do animal, o tipo de
alimentacdo fornecida e o periodo da lactacdo (Cobo-Angel et al., 2014). A Tabela 3

apresenta as faixas de concentracdo dos principais minerais encontrados no leite de vaca.

Tabela 3 - Composicdo salina do leite de vaca.

Mineral Concentracéo (mg.kg?)  Concentracdo (mmol.kg™?)
Célcio (Ca?") 1043-1283 26-32
Magnésio (Mg?*) 97-146 4-6
Fosfato inorganico (PO4%) 1805-2185 19-23
Fadsforo total (P) 930-992 30-32
Citrato (CeHs07>) 1323-2079 7-11
Sédio (Na*) 391-644 17-28
Potéssio (K*) 1212-1681 31-43
Cloreto (CI") 772-1207 22-34

Fonte: Adaptado de (Gaucheron, 2005).

Entre os minerais predominantes no leite bovino, destacam-se os cations calcio

(Ca?"), magnésio (Mg?"), sddio (Na*) e potassio (K*), além dos anions fosfato (PO+*"),
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citrato (CsHsO7*") e cloreto (CI"). Esses ions estdo distribuidos em duas fases distintas: a
coloidal, que est& associada as micelas de caseina, e a fase soluvel, dispersa na por¢do
aquosa do leite. Enquanto os ions como sodio, potéssio e cloreto se encontram
predominantemente na fase sollvel, o calcio, magnésio e fosfato apresentam uma
participacdo significativa tanto na fase coloidal quanto na fase soltvel, formando
estruturas complexas, como o fosfato de célcio coloidal (Gaucheron, 2005; Fox &
McSweeney, 1998).

Estudos mostram que cerca de um terco do célcio total, metade do fosfato
inorganico e dois tercos do magnésio estdo associados a fase coloidal, enquanto mais de
90% do citrato estd solivel na fase aquosa (Gaucheron, 2005). Essa distribuicdo
influencia diretamente nas propriedades fisico-quimicas do leite, como o efeito tampéo,
um mecanismo essencial que permite ao leite resistir a variagdes de pH, mantendo-o em
torno de 6,6 (Hurley, 1999).

Do ponto de vista nutricional, o leite € amplamente reconhecido como uma das
melhores fontes alimentares de céalcio biodisponivel, um mineral fundamental para o
desenvolvimento e a manutencdo da densidade Ossea, integridade dental, contracdo
muscular e em func¢des enzimaticas. Grande parte desse calcio encontra-se complexado
na estrutura das micelas de caseina, associada ao fosforo, sob a forma de fosfato de célcio
coloidal. Essa ligacdo é dinamicamente influenciada por fatores como temperatura, pH e
concentracdo de ions livres, podendo provocar uma redistribuicdo entre as fases coloidal
e soluvel (Tsioulpas, Lewis & Grandison, 2007; Melo, 2022).

O célcio, assim como outros minerais presentes no leite, é originado do plasma
sanguineo do animal, sendo transferido para o leite por meio de processos fisioldgicos
especificos. As interagdes quimicas que ocorrem entre o calcio e as proteinas,
especialmente a caseina, ajudam a manter o equilibrio osmaético entre o leite e 0 sangue
(Schmidt, 1974; Larson et al., 1978).

A nutricdo animal também exerce papel crucial na composicdo mineral do leite.
Desequilibrios nutricionais podem comprometer a estabilidade da micela de caseina e,
consequentemente, afetar negativamente a qualidade tecnoldgica do leite (Barros, 2001).
A relacgdo entre calcio e fésforo é especialmente importante na formacéo e manutencao
da estrutura micelar, impactando diretamente nos processos industriais de coagulacao e
aquecimento. O equilibrio entre os minerais presentes nas diferentes fases (coloidal,
solvel e como ions livres) é um fator determinante para a estabilidade fisico-quimica do

leite durante o armazenamento e no processamento (Lin, Lewis & Grandison, 2006).
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Além disso, concentracdes elevadas de ions como cloreto, sodio, potassio e calcio
podem alterar a constante dielétrica do meio, diminuindo a for¢a de repulsdo entre as
micelas de caseina e favorecendo reacBes de instabilidade, como a coagulacdo
espontanea, o que compromete o rendimento e a qualidade dos produtos lacteos (Chavez
et al., 2004).

3.2 COAGULACAO

A estabilidade coloidal do leite é garantida principalmente pela estrutura
organizada das micelas de caseina, que mantém as proteinas em suspensdo na fase aquosa.
Quando essa estrutura micelar € desestabilizada, ocorre a precipitacdo das caseinas,
originando uma matriz proteica semi-solida denominada coalhada (Gonzéalez; Durr;
Fontaneli, 2001).

O processo de coagulagdo do leite consiste em uma transformacéo fisico-quimica
em que as micelas de caseina perdem sua estabilidade, formando agregados proteicos
insollveis que se separam da fase liquida, resultando na formacdo da massa coalhada e
na liberacdo do soro. Essa coagulacdo pode ocorrer por dois mecanismos principais:
acidificacdo, caracterizando a coagulagdo acida, ou por acdo enzimética, denominada de
coagulacdo enzimatica (Vidal; Saran Netto, 2018).

3.2.1 Coagulacdo Enzimatica

A coagulacdo enzimética ocorre por meio da acdo de enzimas proteoliticas, como
a quimosina, que hidrolisam especificamente a ligacdo peptidica entre os residuos de
fenilalanina e metionina (posicdo 105-106) na fragdo «k-caseina. Essa hidrdlise
compromete a estabilidade superficial das micelas, reduzindo a carga elétrica negativa
responsavel pela repulsdo eletrostatica entre elas. A perda dessa repulsdo favorece a
aproximacdo das micelas, promovendo sua agregacdo e consequente formacdo da
coalhada (Ordofiéz, 2005; Law, 2011; Vidal; Saran Netto, 2018).

As enzimas utilizadas nesse processo podem ser de origem animal (como o coalho
tradicional), vegetal, ou microbiana, que & amplamente utilizada na fabricacéo de queijos.
A coagulagdo enzimatica é preferida quando se busca um gel mais firme e com melhor

sinérese, sendo mais comum do que a coagulacdo &cida em processos industriais.
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3.2.2 Coagulacéo Acida

A estabilidade das micelas de caseina depende fortemente do pH do meio. Em
condi¢des normais, o leite apresenta pH entre 6,6 a 6,8. Quando o pH é reduzido para
valores proximos ao ponto isoelétrico da caseina (pH ~ 4,6), ocorre a desestabilizagdo das
micelas e a subsequente formacdo da coalhada. Essa reducdo pode ocorrer por acdo de
bactérias laticas produtoras de acido latico ou pela adicdo direta de acidos organicos ou
inorganicos (Singh, 2004; Vidal; Saran Netto, 2018).

Durante a acidificacdo, ha solubilizacdo progressiva dos sais minerais presentes
nas micelas, especialmente o célcio e o fosfato, promovendo a desmineralizagdo das
caseinas e facilitando sua precipitacdo. O célcio idnico, por sua vez, exerce um papel
relevante nesse equilibrio. Concentracbes elevadas de célcio livre reduzem as cargas
negativas das micelas, diminuindo a barreira energética que impede a agregacao proteica.
Assim, h4 uma relagdo inversa entre o teor de célcio idnico e a estabilidade da fase
coloidal do leite (Horne; Parker, 1981; Chavez, 2004).

A temperatura também interfere nesse processo. O aquecimento do leite provoca
associacdo entre proteinas do soro e caseinas, o0 que eleva o ponto isoelétrico das micelas.
Quando acidificado, o leite aquecido tende a formar precipitados com estrutura de flocos
ou granulos, em vez do gel continuo e uniforme tipico da coagulacdo enzimatica (Scott;
Robinson; Willey, 2002).

Em condi¢bes de refrigeracdo, hd& uma reducdo na mobilidade molecular,
resultando na dissociacdo parcial das submicelas e redistribuicdo da caseina para a fase
soluvel. Por exemplo, a 20 °C, cerca de 93% a 95% da caseina esta na forma micelar; a
2 °C, essa proporcao pode cair para 80% a 85% (Walstra; Jenness, 2006; Mathiev, 1985).
Além disso, o aquecimento severo seguido de acidificacdo afeta significativamente a
fracdo k-caseina, promovendo agregacdo por aumento da hidrofobicidade superficial e
diminuicdo da repulsdo eletrostatica (Sgarbieri, 2005).

O 4cido mais comumente utilizado na acidificacdo direta € o &cido latico
(CsHe0O3), um acido organico de baixa acidez (pKa = 3,85), biodegradavel, ndo toxico e
com boa capacidade de retencdo de agua. Ele é comercializado em solu¢bes com
concentragOes entre 40% e 85% (Datta et al., 1995; Vishnu; Seenayya; Reddy, 2002).

Outros &cidos também podem ser empregados, como o acido cloridrico (HCI) e 0
acido sulftrico (H2SO4), ambos considerados acidos fortes. O acido cloridrico, volatil e

corrosivo, é utilizado na industria alimenticia em grau alimenticio (37%) principalmente
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para ajuste de pH e hidrolise proteica (Araujo, 2023). Ja o acido sulfurico, com pureza de
até 98%, possui elevado poder oxidante e desidratante, sendo também aplicado no ajuste
de pH em processos industriais (Ferreira, 2023).

A acidificacdo direta é vantajosa em processos industriais por reduzir custos e
tempo de producdo, além de oferecer maior padronizacdo da massa obtida. Essa
abordagem permite a adaptacdo do processo a sistemas continuos, otimizando a eficiéncia
produtiva (Fernandes; Martins, 1980; Van Dender, 2006).

3.2.3 Soro de Leite

O soro de leite é definido como o liquido remanescente obtido apds a separacao
da caseina durante o processo de coagulacdo do leite, sendo amplamente gerado nas
etapas de fabricacdo de queijos, caseina alimentar e outros derivados lacteos. Trata-se de
um subproduto de coloracdo amarelo-esverdeada, opaca, e de sabor levemente &cido ou
adocicado, a depender do método de coagulacdo empregado (Sgarbieri, 1996; Brasil,
2020).

Do ponto de vista tecnoldgico, o tipo de soro produzido varia de acordo com o
processo de coagulacdo: quando o leite é coagulado por acidificacdo até pH 4,6, o soro
gerado é denominado soro acido; por outro lado, quando a coagulacdo ocorre por acdo
enzimatica, geralmente em faixas de pH entre 5,9 a 6,3, 0 soro resultante é classificado
como soro doce (Sgarbieri, 1996). A natureza da coagulacdo, bem como as condicdes
operacionais de processamento, afeta diretamente a composic¢éo fisico-quimica do soro e
suas caracteristicas sensoriais (Antunes, 2003).

A composicdo do soro de leite é predominantemente aquosa, com teor de umidade
entre 93% a 94%. Os solidos totais compreendem cerca de 6% a 7%, sendo constituidos,
principalmente, por lactose (4,5% — 5,0%), proteinas soltveis (0,8% —  1,0%), lipidios
(0,3% — 0,5%), sais minerais (0,6% — 1,0%) e pequenas quantidades de vitaminas
hidrossoltveis. Dentre 0os minerais, destacam-se os teores médios de sédio (313 — 493
mg-L™), fosforo (237,1 — 275,0 mg-L™), calcio (231,6 — 384,8 mg-L "), magnésio (54,4
— 73,0 mg-L™) e potassio (1055 — 1535 mg-L"), além de vestigios de outros elementos
trago (Carvalho, 2013; Rasanen et al., 2002; Supérez et al., 2006).

O tipo de soro influencia significativamente sua composic¢ao (Tabela 4). No soro
acido, observa-se uma menor concentracdo de lactose, em virtude da conversdo desse

carboidrato em acido latico pelas bactérias fermentadoras por meio desse processo de
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obtencdo de massa coalhada por coagulacdo acida. Em contrapartida, esse tipo de soro
apresenta concentragdes mais elevadas de célcio e fosforo, decorrentes da solubilizacéo
do fosfato de célcio micelar sob pH acido. O soro doce, por sua vez, apresenta maior
conteudo de peptideos e aminoacidos livres, resultantes da acéo proteolitica sobre as

micelas de caseina durante a coagulacdo enzimatica (Sgarbieri, 1996; Rodrigues, 2001).

Tabela 4 - Classificagdo do soro de acordo com a obtengéo e processos tecnoldgicos

empregados.
Grupos Classificacdo
De acor_do M2 5010 de Leite Doce;
acidez

Soro de Leite Acido ou Soro Acido.

De acordo c,om_o Soro de Leite Resfriado ou Soro de Leite Pasteurizado.
tratamento térmico

Soro de Leite Liquido;

Soro de Leite Concentrado ou Parcialmente Desidratado;
Soro de Leite em Po;

Soro de Leite Permeado ou Permeado de Soro de Leite;
Soro de Leite Permeado em P6 ou Permeado de Soro em Po.
Soro de Leite;

Soro de Leite Parcialmente Desmineralizado;

Soro de Leite Desmineralizado ou Soro de Leite Totalmente
Desmineralizado.

Fonte: Adaptado de Antunes (2003); Brasil (2020).

De acordo com a
concentragéo

De acordo com o
teor de sais
minerais

Durante muitos anos, o soro de leite foi considerado um residuo industrial de baixo
valor agregado, frequentemente descartado, devido ao seu elevado volume e a dificuldade
de armazenamento e destinacdo adequada. Estima-se que para cada quilograma de queijo
produzido, sdo gerados aproximadamente 9 quilogramas de soro de leite (Robbins et al.,
1996). No entanto, com 0s avangos na tecnologia de processamento, como 0s métodos de
separacdo por membranas, especialmente a ultrafiltracdo, e técnicas de secagem para
obtencdo do soro em po, esse subproduto passou a ser amplamente valorizado pela
industria alimenticia (Supéarez et al., 2006; Khalesi et al., 2023).

Atualmente, o soro de leite € utilizado como ingrediente funcional em diversas
formulacGes, como bebidas lacteas, suplementos proteicos, panificacdo, confeitaria e
nutricdo infantil, além de representar uma importante fonte de compostos bioativos e
proteinas de alto valor bioldgico. A sua valorizagdo contribui ndo apenas para o

aproveitamento integral da matéria-prima, mas também para a sustentabilidade dos
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processos industriais, reduzindo a geracdo de residuos e 0s impactos ambientais
associados ao descarte inadequado (Kumar et al., 2018)

O processo de concentragdo do soro de leite representa uma etapa essencial no
aproveitamento tecnoldgico desse subproduto, pois possibilita a valorizacdo de seus
constituintes nutricionais e funcionais. A concentracdo dos componentes do soro, como
proteinas, lactose e minerais, alem de reduzir significativamente seu volume total,
também contribui diretamente para a diminuigdo dos custos logisticos, especialmente no

que diz respeito ao armazenamento e ao transporte (Maganha, 2006).

3.2.4 Massa coalhada: caracteristicas e aplicacoes

A massa coalhada corresponde a fracdo solida proteica que se forma apds o
processo de coagulacdo do leite, sendo constituida majoritariamente por caseinas
precipitadas. Essa massa apresenta uma textura floculada semissolida, semelhante a de
um queijo fresco, e possui um sabor que varia do levemente acido ao suave, de acordo
com o tipo de coagulacgdo utilizado (Sgarbieri, 1996).

No caso especifico da acidificacdo direta do leite realizada a quente, o coagulo
formado tende a apresentar uma estrutura mais firme, com caracteristicas de ressecamento
e quebradica. Essas propriedades fisico-quimicas resultam principalmente da
desmineralizacdo das micelas de caseina, promovida pela reducdo do pH. Para essa
finalidade, é comum a utilizacdo de leite desnatado, o qual é submetido ao aquecimento
até temperaturas proximas a 70 °C para facilitar a formagao do coagulo (Van Dender et
al., 2014). Em determinadas tecnologias de producéo, essa precipitacao pode ser realizada
em temperaturas mais elevadas, atingindo até 85 °C. Nesses casos, observa-se que a
quantidade de acido necessaria para promover a coagulacdo é reduzida, favorecendo a
eficiéncia do processo (Sobral et al., 2019).

A composicdo e a estrutura da massa coalhada desempenham um papel
fundamental nas caracteristicas do produto final ao qual sera destinada. Para a fabricacédo
de requeijao, por exemplo, tem-se dado preferéncia a massa obtida por acidificacdo direta,
especialmente pela praticidade e vantagens econdmicas que esse metodo oferece. A
utilizacdo da acidificacdo direta a quente ndo apenas reduz os custos e 0 tempo de
producdo do Requeijdo, como também elimina a necessidade de manter culturas lacticas,

favorecendo a padronizagdo do processo (Sobral et al., 2019).
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Além disso, essa abordagem tecnologica possibilita uma maior uniformidade na
producdo em larga escala e contribui para melhorar as condi¢cdes de conservacdo do
produto final. Outro beneficio associado a essa técnica é a viabilidade de automacéo da
linha de producéo, o que permite a operacdo continua e mais eficiente da planta industrial
(Fernandes; Martins, 1980; Van Dender, 2006).

3.3 REQUEIJAO

O Requeijdo é um produto lacteo tradicional amplamente consumido no Brasil,
cuja definicdo oficial estd estabelecida no Regulamento Técnico de Identidade e
Qualidade (RTIQ) do Requeijao ou Requeson. De acordo com essa regulamentacdo, o
Requeijao ¢é obtido por meio da fusdo da massa coalhada, a qual pode ou nao ter sido
previamente cozida, dessorada e lavada. Essa massa resulta da coagulacdo &cida e/ou
enzimatica do leite, e o processo pode incluir, de forma opcional, a adicéo de ingredientes
lacteos como creme de leite, manteiga, gordura anidra de leite ou butter oil. O
regulamento também permite a adi¢do de condimentos, especiarias e outras substancias
alimenticias legalmente autorizadas para fins de enriquecimento sensorial ou nutricional.
No entanto, a denominacdo "Requeijao" esta estritamente reservada aos produtos cuja
base lactea ndo contenha gordura ou proteina de origem ndo lactea, a fim de preservar a
identidade e a autenticidade do produto (Brasil, 1997).

No territdrio brasileiro, os tipos de requeijdo disponiveis no mercado apresentam
ampla variedade em termos de textura e consisténcia. Essa diversidade inclui desde
produtos com consisténcia untavel, de facil espalhabilidade, até aqueles com estrutura
mais firme e coesa, que permitem o corte em fatias (Oliveira, 1986). Segundo o RTIQ de
1997, os requeijoes sdo oficialmente classificados em trés categorias principais:
Requeijao, Requeijdo Cremoso e Requeijdo Tipo Manteiga. Essa classificagdo leva em
consideracdo fatores como a natureza das matérias-primas utilizadas, o tipo de sal
fundente empregado no processo industrial e as concentracdes finais de gordura e

umidade no produto acabado (Brasil, 1997).
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Tabela 5 - Requisitos fisico-quimicos para os diferentes Requeijoes.

- - Métodos
. - Requeijao Requeijao de
Requisito Requeijao . de
Cremoso Manteiga .
Analises
Matéria gorda
no extrato seco 45,0a54,9 Min. 55,0 Min. 25,0 a 59,9 Norma FIL
5B: 1986
9/100g
, . , Norma FIL
Umidade g/100g Max. 60,0 Max. 65,0 Max. 58,0 AA: 1982

Fonte: Adaptado de Brasil, 1997.

Além dessas categorias principais, ha ainda subvariedades comerciais, como o
Requeijdo em barra e o Requeijdo culinario. Esses diferentes formatos e aplicacGes
devem, contudo, enquadrar-se nas exigéncias legais estabelecidas para a composicao e
identidade do produto (Fernandes et al., 1985).

A elaboracdo do Requeijdo consiste essencialmente na fusdo das proteinas
presentes na massa coalhada com a gordura lactea, incorporando-se agua de maneira
controlada para atingir a umidade final desejada no produto. Esse processo ocorre sob
condicdes especificas de calor e agitacdo mecanica continua, utilizando-se equipamentos
industriais adequados ao processamento de queijos fundidos (Van Dender, 2014). No
contexto dos queijos processados, o sucesso da fusdo dos ingredientes depende de uma
série de parametros tecnoldgicos, incluindo o equilibrio i6bnico da massa, a temperatura
de fusdo aplicada, o tempo e a intensidade da agitacdo e a dosagem correta dos sais
fundentes empregados (Rapacci, 1997).

Os sais fundentes, por sua vez, desempenham um papel fundamental na definigéo
da textura, fluidez e palatabilidade do Requeijdo. Sua principal funcdo tecnoldgica é
sequestrar os ions de calcio presentes nas micelas de caseina, promovendo sua
substituicdo por outros ions, sendo mais comum o de sodio. Esse processo provoca uma
reorganizacédo estrutural da matriz proteica, favorecendo a formacao de uma massa mais
fluida e homogénea. Portanto, o pH da massa coalhada no momento da fuséo, assim como
o grau de desmineralizacdo decorrente da adi¢cdo dos sais fundentes, sdo fatores criticos
para alcancgar a textura cremosa e a consisténcia adequada do produto final (Van Dender,
2014; Mozuraityte et al., 2019). Entre os sais mais comumente utilizados nesse processo,
destacam-se o citrato de sodio e o fosfato de sodio e suas variacOes, devido a sua

eficiéncia funcional e a aceitacdo regulatoria e sensorial (Lucey et al., 2011).
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Em termos sensoriais e fisicos, o Requeijdo deve apresentar caracteristicas
especificas de acordo com as normas estabelecidas: consisténcia untavel ou fatiavel,
textura cremosa, fina, lisa ou levemente compacta, coloracdo caracteristica, odor
agradavel tipico do creme de leite, sabor levemente acido e, eventualmente, com adigédo
de sal (Brasil, 1997). Atualmente, o Requeijdo ocupa a terceira posi¢ao entre 0s queijos
mais consumidos em territorio nacional, ficando atras apenas da Mussarela e do Queijo
Prato (ABIQ, 2019).

Esse aumento significativo no consumo de Requeijdo pode ser atribuido a sua
ampla aplicacdo na culinaria brasileira, especialmente na preparacdo de lanches,
sanduiches, pratos quentes e receitas diversas. Além disso, sua producdo em escala
industrial e a vasta distribuicdo em diferentes formatos e marcas em todo o pais
contribuem diretamente para sua popularizacao e acessibilidade entre os consumidores
(Bastos et al., 2013; Daxia, 2022).

3.4 ESPECTROSCOPIA POR ENERGIA DISPERSIVA

A Espectroscopia de Energia Dispersiva de Raios X (EDS) constitui uma técnica
analitica instrumental amplamente empregada na caracterizacdo elementar de materiais.
Sua aplicacdo visa a identificacdo qualitativa e a quantificagdo semi-quantitativa dos
elementos quimicos presentes em uma determinada amostra. Essa metodologia baseia-se
no principio da interacdo de um feixe de elétrons de alta energia, geralmente produzido
em um microscopio eletrénico de varredura (MEV), com os atomos localizados na
superficie ou em regides superficiais do material em analise (Murrieta-Pazos et al., 2012).

A interacdo do feixe eletrdbnico com a amostra resulta na ionizacao das camadas
eletrbnicas internas dos atomos, particularmente da camada K ou L, ocasionando a
transicdo de elétrons de niveis mais externos para niveis mais internos. Esse rearranjo
energético provoca a emissao de radiacdo na forma de raios X, cuja energia €
caracteristica e exclusiva de cada elemento quimico, funcionando, portanto, como uma
"impressdo digital™ atdmica (Siegbahn et al., 1967; Vieira et al., 2021).

A natureza especifica das energias emitidas permite ndo apenas a identificagdo
dos elementos presentes, mas também uma estimativa de sua concentracéo relativa na
amostra. A técnica é particularmente eficaz na anélise de s6lidos e materiais de origem
inorganica, tendo sido amplamente aplicada em areas como ciéncia dos materiais,

geologia, metalurgia, arqueometria, forense e engenharia. Em virtude de sua alta
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sensibilidade, resolucéo espacial microscopica e tempo de resposta relativamente curto,
a EDS tem sido utilizada de forma crescente como ferramenta complementar a outras
técnicas de microscopia eletronica e espectroscopia (Murrieta-Pazos et al., 2013).

A técnica de EDS oferece rapidez, podendo em poucos segundos, produzir um
espectro de raio-X que varia de zero a muitas dezenas de quilo elétron-volts (keV), e
podera produzir esse espectro de uma amostra de tamanho micron, que teve apenas uma
minima preparacéo (Severin, 2004). Além disso, quando comparado com a técnica de
espectroscopia de fotoelétrons excitados por raio-X (XPS), o EDS, ao contrario desse,
permite uma caracterizacdo da superficie em um nivel mais profundo, desde o primeiro
micron até os cinco primeiros microns (Kursula, 2000).

Além disso, 0 EDS permite uma caracterizacdo muito localizada na particula,
enguanto que a area de analise do XPS € maior (300 x 700m) (Murrieta-Pazos et al., 2012;
Murrieta-Pazos et al., 2013). Em contraste, existem limitacdes a este método, dentre as
quais deve-se incluir sua baixa sensibilidade a oligoelementos e elementos mais leves que
o Na. Além disso, a perda de elementos volateis (Na) durante a excitacdo € um fenbmeno
bem conhecido (Kursula, 2000; Materials Evaluation and Engineering, Inc., 2016).

Estudos recentes conduzidos por Vieira (2021) e Paula (2021) evidenciaram o
potencial promissor da espectroscopia de energia dispersiva de raios X, especialmente
quando acoplada ao microscopio eletronico de varredura (MEV), para aplicagfes no setor
de alimentos, mais especificamente na indudstria de laticinios. Os autores demonstraram
qgue 0 uso dessa técnica permite uma avaliacdo rapida, eficiente e ndo destrutiva da
composicdo mineral de produtos lacteos, representando uma alternativa viavel as
metodologias tradicionais de analise elementar, que muitas vezes sdo mais demoradas,
onerosas e exigem maior preparo de amostras. Ainda que o uso da EDS nessa area
especifica seja relativamente recente e pouco explorado, os resultados iniciais indicam
um grande potencial de aplicacdo no controle de qualidade, rastreabilidade de matérias-
primas e investigagdo de alteragdes fisico-quimicas durante o processamento dos

alimentos.
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4 METODOLOGIA

A seguir sera apresentada a metodologia utilizada para a realizacéo desse trabalho.
Dentre as etapas estdo: o preparo das amostras, a descricdo das analises propostas e 0

tratamento estatistico dado aos resultados.

4.1 PREPARO DAS AMOSTRAS

O preparo das amostras teve como ponto de partida o uso de leite em pé desnatado,
caracterizado por ter sido submetido a um tratamento térmico brando (low heat). A
composicao fisico-quimica do leite em pé utilizado incluia os seguintes parametros: teor
de gordura igual a 0,74%, umidade de 3,28% e conteddo proteico correspondente a
38,63%. Para a obtencdo da matriz liquida, o leite em pd foi reconstituido por meio da
adicdo de &gua deionizada, de modo a se alcangar uma concentragdo final de 9% em
massa de soélidos totais (m/m), o que proporcionou uma base uniforme para 0s
procedimentos subsequentes.

Ap0s a reconstituicdo, o leite foi armazenado sob refrigeracdo a temperatura de 5
°C durante um periodo de 24 horas, garantindo a estabilizacdo da solucdo. Em seguida,
deu-se inicio ao processo de acidificacdo do leite, mantendo a temperatura constante em
5 °C e sob agitacdo continua. Essa acidificacdo foi realizada mediante a adi¢cdo controlada
dos &cidos latico (85% m/v), acido cloridrico (37% m/v) e acido sulfurico (98% m/v). O
processo foi conduzido até que fossem atingidos os valores de pH de 4,55; 4,70; 4,85 e
5,00.

A partir da solucdo acidificada, foi promovida a coagulacdo do leite, iniciada por
um aumento gradual da temperatura, partindo de 5 °C até atingir o valor final de 55 °C.
Durante essa etapa, foram registrados o ponto inicial de coagulacdo (em termos de tempo
e temperatura) e 0 tempo necessario para que a temperatura final de 55 °C fosse
alcancada. A formacdo do aglomerado proteico, também conhecido como massa

coalhada, ocorreu ao longo desse processo térmico.
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Figura 2 - Equipamento adaptado para alteracdes de temperatura com cubar com
agitacdo individual.

Uma vez formado o coagulo, procedeu-se a etapa de separacdo da fase liquida.
Para isso, o material proteico precipitado foi submetido a drenagem utilizando-se um
pano dessorador acoplado a um sistema de filtragdo a vacuo. Essa operacdo de
dessoragem foi padronizada com duracdo fixa de 90 segundos, assegurando a separacdo
eficiente do soro (fase soltvel permeada) da fragcdo solida (massa coalhada) de forma
igual para todos os tratamentos.

Todas as amostras obtidas por esse procedimento experimental foram entdo
submetidas as analises descritas na secdo 4.2. Ressalta-se que todas as analises foram
realizadas em duplicata, garantindo a confiabilidade dos dados obtidos. O delineamento
experimental empregado neste estudo encontra-se resumido de forma esquematica na

Figura 4, a qual apresenta visualmente as etapas metodoldgicas seguidas.
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Figura 3 - Delineamento experimental (n=3).

Analises: pH; célcio
16nico; calcio em pH 4,0;
composigdo centesimal; EDS

Leite desnatado reconstituido
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(Acido Latico — Acido Cloridrico — Acido Sulfarico)
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(5°C — 55°C) Verificagio do tempo final de
‘ aquecimento
Instabilizacao coloidal Balango de massa
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PH; umidade; calcio 10nico;
pH; umidade; cinzas; EDS calcio em pH 4,0; cinzas;
DLS; perfil proteico; EDS

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

4.2 ANALISES

Nas sessOes a seguir sdo descritas as analises citadas na Figura 3, realizadas em

cada uma das amostras (leite, massa coalhada e soro) do experimento.

4.2.1 Analises Fisico-Quimicas do Leite

As amostras de leite reconstituido foram submetidas a uma série de analises fisico-
quimicas com o objetivo de caracterizar sua composicao e propriedades fundamentais.
Os parametros analisados incluiram os teores de gordura, proteina total, lactose, extrato
seco desengordurado (ESD) e densidade. Essas determinacdes foram realizadas por meio

do analisador automatico de leite Ekomilk Cap-Lab® (Cap-Lab, Brasil), equipamento
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que opera com base em principios de espectroscopia e condutividade para avaliacdo
répida e precisa da composi¢édo do leite.

A mensuracdo do potencial hidrogenionico (pH) das amostras de leite, massa
coalhada e soro foi efetuada a temperatura ambiente, mantida em 21 £+ 2 °C, utilizando-
se um medidor de pH modelo PG1400 (Gehaka, Brasil). Antes das medicGes, o
equipamento foi devidamente calibrado utilizando solugfes padrdo de pH 4,0 e 7,0,
assegurando a confiabilidade dos valores obtidos. A calibracdo rigorosa € essencial para
garantir a exatidao dos resultados, especialmente em matrizes complexas como o leite.

As concentracdes de calcio ibnico, tanto em sua forma natural presente no leite
reconstituido quanto apos as acidificagdes, foram determinadas utilizando-se um eletrodo
ion seletivo portéatil para célcio, modelo LAQUAtwin (Horiba Instruments, Japdo). O
método de andlise seguiu a descricdo proposta por Singh et al. (2019), que valida o uso
dessa tecnologia para sistemas lacteos. O eletrodo foi previamente calibrado antes de cada
ensaio experimental, utilizando solucdes padrdo de célcio nas concentragdes de 3,74 mM
(equivalente a 150 ppm) e 49,90 mM (equivalente a 2000 ppm), de modo a garantir a
linearidade da leitura em uma faixa ampla de concentracao.

Para a leitura do célcio i6bnico nas amostras de leite, uma aliquota representativa

foi aplicada diretamente sobre o sensor do equipamento.

4.2.2 Monitoramento do Processo de Coagulacao

Durante a etapa de coagulacédo, procedeu-se ao monitoramento da formacao do
precipitado proteico por meio de observacao visual sistematica. O processo envolveu a
elevacdo controlada da temperatura da amostra, iniciando-se em 5 °C até atingir 55 °C.
Ao longo desse gradiente térmico, foram registrados dois parametros criticos: a
temperatura € o tempo correspondentes ao inicio da coagulacdo, identificados
visualmente pela formagdo de grumos ou agregados proteicos visiveis em um bastdo de
vidro, e 0 tempo total necessario para atingir a temperatura final de 55 °C. Tal abordagem
permite a avaliacdo indireta da estabilidade térmica das proteinas presentes, bem como a

cinética do processo de precipitacdo sob condigdes controladas.

4.2.3 Célculo de Balango de Massa e Rendimento Ajustado

Foi realizado o calculo do balango de massa com base no volume inicial da

materia-prima utilizada, que consistiu em 750 mL de leite reconstituido. A analise
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envolveu a determinacdo percentual das fracGes geradas: massa coalhada (produto
solido), soro de leite (fase liquida residual) e eventuais perdas associadas ao processo de
separacao.

O rendimento ajustado da massa coalhada (RAJ) foi calculado com base na
umidade teorica desejada para o produto final, estabelecida em 73%. Esse valor foi
utilizado como referéncia nas equacdes 1 e 2, que permitem a normalizagcdo do
rendimento de acordo com diferentes teores de umidade, possibilitando comparac6es
equitativas entre distintos ensaios ou condi¢Ges experimentais. Essa abordagem é
fundamental para avaliar a eficiéncia tecnoldgica do processo de coagulacéo e a qualidade

do produto obtido.

. Kg de queijo massa coathada ~
Rendimento . = Equacao 1
(OA)) 100 Kg de leit massa de leite utilizada quag

rendimento x (100-% umidade real)
(100-% umidade desejada)

Rendimento ajustado (%)= Equacéo 2

4.2.4 Analises Fisico-Quimicas das Massas Coalhada

As amostras da massa coalhada obtida apds o processo de coagulacdo do leite
foram submetidas a avaliaces fisico-quimicas com o objetivo de caracterizar suas
propriedades. A medicdo do potencial hidrogeniénico (pH) foi realizada a temperatura
ambiente, padronizada em 21 + 2 °C, utilizando um medidor de pH modelo PG1400
(Gehaka, Brasil). Para assegurar a precisdo e a confiabilidade das medicbes, o
equipamento foi calibrado previamente com solu¢Ges tampéo padréo de pH 4,0 e 7,0.

A determinacdo do teor de umidade da massa coalhada, expressa em porcentagem
massa/massa (% m/m), foi conduzida pelo método gravimétrico utilizando uma balanca
de secagem por infravermelho, modelo MA150® (Sartorius, Alemanha). As anélises
foram realizadas a uma temperatura de secagem de 145 °C, em modo automaético,
conforme descrito por Marques e Duarte (2015). Esse procedimento permite a
quantificacdo da fracdo volatil (dgua) por perda de massa, sendo amplamente empregado

na caracterizacdo de produtos lacteos devido a sua exatiddo e reprodutibilidade.
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4.2.5 Analises Fisico-Quimicas dos Soros

As amostras de soro obtidas ap0s a separacdo da massa coalhada foram igualmente
analisadas quanto as suas propriedades fisico-quimicas. O pH das amostras foi medido
em temperatura ambiente (21 = 2 °C), utilizando o medidor de pH PG1400 (Gehaka),
devidamente calibrado com solugdes padrdo de pH 4,0 e 7,0, garantindo a confiabilidade
dos dados obtidos.

O teor de umidade do soro, também expresso em % m/m, foi avaliado por meio
do método gravimétrico, utilizando uma balanca de infravermelho com secagem
automatica a 145 °C, conforme o protocolo de Marques e Duarte (2015). Esse método é
adequado para liquidos com alto teor de 4gua, como o soro de leite.

As concentracbes de calcio i6nico, tanto no pH original do soro quanto apos a
acidificacdo para pH 4,0, foram determinadas por meio de eletrodo ion seletivo portatil
para calcio LAQUAtwin (Horiba Instruments), utilizando a mesma metodologia
previamente descrita no item 4.2.2. A técnica permite a quantificacdo direta da fracdo
livre de célcio, que desempenha papel crucial na estabilidade coloidal das proteinas do
SOro.

Para a determinagdo de célcio iénico em pH 4,0, as amostras foram previamente
acidificadas com solucéo de acido cloridrico PA (P.A., Synth, Brasil), e uma aliquota foi
entdo aplicada no sensor para medicao. O processo de acidificacdo das amostras de soro
até o pH 4,0 tem o objetivo de dissociar todo o célcio coloidal para a fase idnica,
permitindo sua determinacdo como célcio total da amostra. Todas as amostras destinadas
a analise de calcio foram previamente resfriadas e mantidas a uma temperatura
padronizada de 5 °C, de forma a minimizar variacGes relacionadas ao efeito térmico sobre
a atividade ionica.

A analise do tamanho médio das particulas presentes no soro foi realizada por
meio da técnica de espalhamento de luz dindmico (Dynamic Light Scattering — DLS),
utilizando o equipamento Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments). As amostras
foram transferidas para cubetas apropriadas e analisadas diretamente no equipamento,
com o indice de refracdo do meio dispersante (agua) ajustado para 1,332. Para avaliar
possiveis alteracbes no perfil de dispersdo coloidal, foram analisadas tanto amostras
originais quanto amostras submetidas a centrifugacéo, realizada em centrifuga da marca

Nova Instruments® a 2000 RPM, mantidas a temperatura ambiente (21 + 2 °C).
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4.2.5.1 Caracterizacao do Perfil Proteico dos Soros

A andlise de caracterizacdo do perfil proteico dos soros foi realizada com o
objetivo de caracterizar o perfil proteico das amostras, particularmente no que se refere a
presenga e concentracdo das principais proteinas do soro lacteo: a-lactoalbumina (a-LA)
e P-lactoglobulina (B-LG). Para a determinacdo, foram empregadas duas técnicas
analiticas complementares: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) e
Eletroforese em Gel de Poliacrilamida em Condigdes Desnaturantes (SDS-PAGE).

A analise por HPLC foi conduzida em sistema de fase reversa, utilizando um
cromatégrafo liquido da marca Waters, modelo 1525, equipado com bomba binaria e
detector de arranjo de fotodiodos (DAD — Photodiode Array Detector). A separagéo
cromatografica foi realizada em coluna Phenomenex Luna C18, com particula de 5 pum,
dimensdes de 250 mm x 4,6 mm e porosidade de 100 A. A coluna foi mantida
termicamente controlada a 40 °C durante toda a corrida cromatografica. O volume de
injegdo foi de 20 plL, ¢ a detecgdo das proteinas a-LA e B-LG foi realizada no
comprimento de onda de 214 nm, adequado para a deteccdo de ligacOes peptidicas. A
Figura 4 apresenta o cromatograma representativo obtido a partir da analise dos padrbes

comerciais de a-LA e f-LG fornecidos pela Sigma-Aldrich®.

Figura 4 - Cromatogramas dos padroes de a-LA e -LG determinados em HPLC.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

A eluigdo gradiente foi realizada com uma mistura de dois solventes a uma taxa
de fluxo de 0,5 mL.min. A fase mdvel consistia em 0,1% de TFA em &gua ultrapura
(solvente A) e 0,09% de TFA em 90% de Acetonitrila e 10% de agua ultrapura (solvente

B). Um programa de gradiente linear foi utilizado segundo Tabela 6.

1450

150
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Tabela 6 - Modo de elui¢éo gradiente aplicado para determinacdo das fragdes proteicas

a-LA e B-LG.
Tempo (min)  Fluxo (mL.minY) Solvente A (%) Solvente B (%)
0 0,5 80 20
3 0,5 60 40
5 0,5 55 45
7 0,5 50 50
9 0,5 20 80
14 0,5 80 20
15 0,5 80 20

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Foi realizada a eletroforese em gel de poliacrilamida em condicdes redutoras
(SDS-PAGE) para avaliar a distribui¢cdo do peso molecular das proteinas presentes nas
amostras. Foi utilizado a célula Mini Protean da marca BIORAD para a corrida
eletroforética (100 V), onde o gel de separacédo foi de 15% e o gel de empilhamento de
4%. Foi utilizado um padrao de proteinas de 11 kDa a 245 KDa e, posteriormente 0s géis

foram corados com Comassie Brilliant Blue G 250.

4.2.6 Residuo mineral fixo e caracterizacdo mineral das amostras de leite, massa

coalhada e soro

O teor percentual de residuo mineral fixo (RMF) foi medido através da
incineragdo das amostras em forno mufla QUIMS® & 550 °C até obtencéo das cinzas. O
RMF foi calculado através da equacdo 3 (BRASIL, 2014).

Residuo mineral fixo (% m/m)= % x100% Equacéo 3
0

Sendo:

ma: massa do cadinho ap6s a incineracao;
m1: massa do cadinho de porcelana;

Mo: massa de amostra pesada.

A caracterizacdo mineral das amostras foi medida pela técnica de Microscopia
Eletrdnica de Varredura acoplada a Espectroscopia de Energia Dispersiva de Raio-X
(MEV/EDS). Inicialmente realizou-se o preparo de uma pastilha com aproximadamente
0,5 g de cinzas das amostras. As cinzas foram comprimidas por pressdo de
aproximadamente 10 toneladas por 5 minutos em um Pastilhador (Specac 13 mm). Em

seguida as pastilhas foram analisadas no MEV (TM3030PlusR, Hitachi) acoplado em um
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EDS. Foram realizadas 5 medicdes, sendo quatro delas nas extremidades da pastilha e
outra no centro. Com os dados coletados foi possivel calcular a concentragdo em ¢g.100g"
1 e mM de cada mineral obtido pela analise utilizando a equagéo 4 e 5 (Paula et al., 2021).

Residuo mineral fixo

Mineral (% 10% g) = %massa x o0 Equacéo 4
Sendo:
Mineral (% m/m): Concentragédo (% m/m) do mineral em questao.
%massa: valor obtido na analise;
Mineral (mM) = Mineral (% 10’;09) x% Equagdo 5

Sendo:
Mineral (Mm) = Concentracdo do mineral em questdo em mM;
Mineral (% m/m) = Concentracéo (% m/m) do mineral em questéo.

4.3 TRATAMENTO ESTATISTICO

A comparacdo entre as médias dos dados foi realizada com um nivel de
significancia de 0,05 pelo teste de Tukey, sendo executada no software R® (The R Project

for Statistical Computing) versdo 4.3.1.
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5 RESULTADOS

Nas subsecdes a seguir, serdo apresentados de forma detalhada os resultados
obtidos a partir das diversas andlises realizadas ao longo do estudo. Cada conjunto de
dados foi analisado e, posteriormente, discutido com base em informacgdes e conceitos
previamente estabelecidos pela literatura cientifica especializada, a fim de assegurar a

fundamentacéo tedrica dos achados experimentais.

5.1 ANALISES FiSICO-QUIMICAS DO LEITE

A Tabela 7 apresenta os valores médios referentes a caracterizacao fisico-quimica
dos leites reconstituidos que foram empregados na producéo das massas coalhadas. Esses
dados foram obtidos a partir de andlises laboratoriais padronizadas e representam
parametros fundamentais para a compreensdo do comportamento do leite durante o
processamento. A avaliacdo dessas caracteristicas fisico-quimicas € essencial para
assegurar a qualidade da matéria-prima, além de permitir a correlacdo com o desempenho

tecnoldgico durante a fabricacdo e com as propriedades finais dos produtos obtidos.

Tabela 7 - Caracterizacéo fisico-quimica do leite reconstituido utilizado nas fabricacdes
das massas coalhada*

Anélises Resultados
Umidade (g/100g) 91,34 +£0,13
Gordura (g/100g) 0,24 £ 0,00

ESD** (g/100g) 8,42 £ 0,13
Proteina (g/100g) 3,22 £ 0,05
Lactose (g/100g) 4,33 £0,02

Densidade (g.ml ™) 1,030 + 0,001
pH 6,65+ 0,12

*Resultados expressos em média + DP.
**ESD — extrato seco desengordurado
Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Todos os constituintes analisados nas amostras de leite reconstituido encontram-
se em conformidade com os limites estabelecidos pela Instrugdo Normativa n° 76, de 26
de novembro de 2018 (IN 76), emitida pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento. Com base nesses resultados, é possivel classificar os leites avaliados
como tecnologicamente aptos para utilizacdo na fabricacdo de derivados lacteos, uma vez

que atendem aos requisitos legais de composicao e qualidade (Brasil, 2018).
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A realizacdo das andlises fisico-quimicas para a determinacdo dos constituintes
do leite € de suma importancia, uma vez que tais componentes exercem influéncia direta
sobre as propriedades fisico-quimicas dos produtos derivados, especialmente no que diz
respeito a textura, estrutura e estabilidade. Além disso, essas caracteristicas impactam
significativamente o rendimento industrial, sobretudo na producdo de queijos, onde
variag0es na composicdo podem refletir em perdas ou ganhos durante o processamento
(Dias; Antes, 2014).

Na Figura 5, sdo apresentados os valores médios de célcio i6nico medidos em
diferentes condi¢cdes de pH. Primeiramente, considera-se o calcio ibnico presente nos
leites reconstituidos, cujo pH médio foi de 6,65. Em seguida, s&o mostrados os valores
obtidos apds acidificacdo controlada do leite, em quatro niveis distintos de pH: 5,00; 4,85;
4,70 e 4,55. Esses dados sao relevantes para compreender o comportamento do célcio
ibnico em funcdo da acidez, especialmente em processos que envolvem coagulacao acida,

etapa fundamental na fabricacdo do Requeijdo e outros produtos lacteos fermentados.

Figura 5 - Valores médios de célcio idnico do leite acidificado com diferentes &cidos e
em diferentes pH medidos na temperatura de 5°C (mM)*.
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*Resultados expressos em média + DP .

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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A Figura 5 ilustra o comportamento do teor de calcio idnico presente na matriz
lactea. Observa-se um aumento progressivo dos valores de célcio ibnico no leite ao longo
do processo de acidificacio. A medida que o pH foi reduzido de forma controlada até o
valor de 4,55, utilizando-se os trés diferentes acidos, verificou-se um aumento gradual na
concentracdo de calcio livre (na forma idnica) em todos os tratamentos. A liberacdo de
calcio ibnico durante a acidificagdo esta diretamente relacionada a desestabilizacdo das
micelas de caseina, passo essencial na formagdo de coalhada e coagulacdo do leite
(Gaucheron, 2005).

Esse comportamento estd diretamente relacionado a influéncia do pH na
distribuicdo do célcio entre suas diferentes formas quimicas no meio, uma vez que a
acidificacdo promove a dissociacéo das micelas de caseina e a consequente liberagéo do
calcio ligado a estrutura proteica para 0 meio aquoso. Tais alteracdes tém implicacdes
significativas na estabilidade térmica do leite e na dindmica da coagulacdo, etapas
fundamentais no processo de producdo de massa coalhada e queijos, conforme
demonstrado por Sunkesula et al. (2021).

Quando se analisam os efeitos dos diferentes acidos utilizados, observa-se que,
independentemente do pH avaliado, os leites acidificados com acido cloridrico e acido
sulfarico apresentaram valores mais elevados de calcio ibnico em comparacdo ao
tratamento com &cido latico. Essa diferenca pode ser atribuida as propriedades quimicas
distintas dos acidos empregados. Os acidos cloridrico e sulfarico séo classificados como
acidos fortes, caracterizados por apresentarem grau de ionizacao igual ou superior a 50%
em solucdo aquosa, o que resulta em liberagdao imediata e intensa de ions hidrogénio (H").
Por outro lado, o 4cido latico, classificado como um &cido fraco, apresenta uma ionizagao
inferior a 5% em meio aquoso, 0 que confere um comportamento mais gradual e
tamponado na acidificagdo da matriz. Essa menor disponibilidade de ions H* no caso do
acido latico reduz a velocidade e a extensdo da liberacdo de célcio idnico para 0 meio
(Souza, 2023).

No pH inicial (6,65), os valores de calcio ibnico ndo apresentaram diferenca
estatistica significativa entre os diferentes tratamentos. Este fato pode ser explicado pelo
uso de uma mesma base de leite reconstituido em todos os ensaios, garantindo
uniformidade na matriz de partida.

Assim, as variacOes observadas entre as variacfes de pH refletem mais
intensamente a influéncia especifica do tipo de &cido utilizado do que a composicao do

leite. Acidos minerais fortes como o cloridrico tendem a promover uma liberagdo mais
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intensa e réapida de célcio, o que pode favorecer uma coagulacio mais intensa. Acidos
organicos, como o latico, promovem uma acidificagdo mais suave, mais proxima das
condigdes naturais de fermentacéo, e podem gerar coalhadas mais delicadas e com melhor
retencdo de umidade (Araujo, 2023; Ferreira, 2023).

5.1.2 Acompanhamento do Processo de Coagulagdo

Com o intuito de contribuir para a otimizacao de processos industriais voltados a
producdo continua de massa coalhada destinada especialmente a fabricacdo de Requeijao
cremoso, foi avaliado o comportamento do leite acidificado durante a fase inicial de
coagulacdo. Para isso, foram monitorados dois parametros fundamentais: o tempo
necessario e a temperatura correspondente ao inicio da coagulacdo dos leites submetidos
a acidificacdo com diferentes tipos de acidos, em distintos niveis de pH.

Os resultados obtidos estdo representados na Figura 6. A andlise dessa figura
possibilita uma compreensdo mais aprofundada dos efeitos combinados do pH e do tipo
de &cido sobre a coagulacdo do leite, fornecendo subsidios técnicos relevantes para a

padronizacdo e o aprimoramento do processo em escala industrial.
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Figura 6 - Tempo e temperatura medios de inicio da coagulacdo do leite com diferentes
acidos e diferentes pH*.
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*Resultados expressos em média.

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

O processo de aquecimento total realizado durante a etapa de coagulacao do leite
apresentou uma duracdo média de 33 minutos, com a elevacao controlada da temperatura
de 5 °C até 55 °C. Essa elevacdo ocorreu de forma continua e uniforme, resultando em
uma taxa média de aquecimento de aproximadamente 1,57 °C por minuto. Tal controle
térmico é fundamental para garantir a reprodutibilidade das condi¢Ges experimentais e a
avaliacdo precisa dos pontos de inicio da coagulacdo em diferentes condi¢bes de pH e
tipos de acidos utilizados.

No que diz respeito ao tempo necessario para o inicio da coagulacdo, observou-se
uma variagdo significativa. O tempo médio mais curto, de apenas 3 minutos, foi registrado
para o leite acidificado com &cido cloridrico a pH 4,55, indicando uma rapida

desestabilizacdo das micelas de caseina sob essa condigdo. Por outro lado, o tempo mais
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prolongado, de 16 minutos, foi observado também em formulagdo com &cido cloridrico,
porém em pH 5,00, evidenciando que o aumento do pH reduz a eficiéncia da coagulacéo,
exigindo maior tempo de exposicéo ao calor.

Em relacdo a temperatura de inicio da coagulacdo, observa-se variacfes
expressivas entre os diferentes tratamentos. A temperatura mais baixa, de 13,3 °C, foi
suficiente para induzir a coagulacgdo no leite acidificado com &cido cloridrico em pH 4,55,
enquanto a temperatura mais elevada, de 33,3 °C, foi necessaria no caso do leite
acidificado com acido latico em pH 5,00. Esses dados reforcam a tendéncia de que valores
mais baixos de pH diminuem o inicio da coagulacdo, tanto em termos de tempo quanto
de temperatura, especialmente quando acidos fortes sdo empregados.

Do ponto de vista bioquimico, a acidificacdo do leite promove importantes
alteragdes na estrutura das micelas de caseina, em especial na k-caseina (k-CN), que
desempenha papel essencial na estabilizacdo coloidal das micelas. A reducdo do pH
provoca a diminuicéo da repulsdo eletrostatica na superficie micelar, desestabilizando o
sistema coloidal e permitindo a agregacdo progressiva das micelas, levando a formacédo
do coagulo em fungdo do aumento da temperatura (Sgarbieri, 2005).

A observacdo do acido latico apresentar os maiores tempos e temperaturas para
iniciar a coagulacdo em comparacao aos demais acidos em quase todos os pHs, corrobora
com a sua natureza de acido fraco, o que implica em menor grau de dissociacdo ibnica,
reduzindo a liberagao imediata de protons (H') e, portanto, diminuindo sua eficiéncia na
desestabilizacdo proteica. Acidos fortes promovem uma coagulacdo mais rapida e
eficiente em menor temperatura, 0 que pode ser vantajoso em processos industriais onde
a economia de tempo e energia € desejada. Segundo Sunkesula et al. (2021), a interacdo
entre pH e forca idnica afeta diretamente o ponto de desestabilizacdo micelar, sendo,
portanto, determinantes criticos na eficiéncia e qualidade do processo de coagulacdo em

sistemas lacteos acidificados.

5.2 BALANCO DE MASSA E RENDIMENTO AJUSTADO

Os percentuais médios correspondentes as fragdes de soro, massa coalhada obtida
e perdas associadas ao processo foram calculados com base nas massas coletadas em cada
etapa e estdo ilustrados graficamente na Figura 7. A aplicacdo do balango de massa teve
como principal finalidade o monitoramento sistematico do processo de separagdo das

fases liquida (soro) e solida (massa coalhada), além da quantificacao das perdas ocorridas
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ao longo da conducéo dos experimentos. Essa metodologia permitiu mensurar a eficiéncia
de recuperacdo da matéria-prima lactea, conferindo robustez ao controle de qualidade do
processo.

Figura 7 - Percentual médio de soro, massa coalhada e perdas do processo de
coagulacdo com diferentes acidos e diferentes pH (% m/m) *.

Acido Latico Acido Cloridrico
1.684¢ oC <c 2 46C 2.81bB 2,678 2438
4,55 4,70 4,85 5.00 4,55 4,70 4,85 5.00
pH pH
Acido Sulfiirico
34334 3|00bA 2|96CA

E Soro (%) .

O Massa Coalhada (%)

@ Perdas (%)

455 4,70 4,85 5,00

El

pH

abe | etras iguais no mesmo acido ndo diferem estatisticamente entre si (P > 0,05); AB:C
Letras iguais entre os acidos ndo diferem estatisticamente entre si (P > 0,05).
*Resultados expressos em média.

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Os dados foram expressos em percentuais médios de massa coalhada, soro e
perdas, permitindo comparar a eficiéncia e a retencdo de sélidos durante a coagulacdo em
func&o do tipo de acido e do pH. O percentual de perdas durante o processo de coagulacao
variou entre 1,68%, registrado na producdo com acido latico em pH 4,55, sendo esse 0
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melhor aproveitamento da matéria-prima, até 3,43%, observado no tratamento realizado
com 4cido sulfdrico no mesmo pH, caracterizando o maior indice de perda entre 0s
ensaios.

As maiores perdas foram observadas nos tratamentos com acido sulfarico, em
especial no pH 4,55 (3,43%), o0 que pode estar relacionado ao excesso de precipitacdo de
finos ou maior aderéncia nos equipamentos. Independentemente do valor de pH utilizado
para acidificacdo, os tratamentos conduzidos com &cido sulfdrico apresentaram, de forma
consistente, as maiores proporcdes de perda, seguidos pelos tratamentos realizados com
acido cloridrico. As menores perdas foram, de maneira recorrente, associadas ao
tratamento com &cido latico.

Durante a execucdo dos experimentos, todas as etapas operacionais, incluindo a
acidificacdo do leite a frio, 0 aquecimento gradual até a ocorréncia da coagulacéo e,
posteriormente, a separacdo da massa precipitada (proteinas coaguladas) da fase liquida
(soro), foram padronizadas. Essa padronizacdo visou garantir a reprodutibilidade dos
dados e minimizar variabilidades experimentais que pudessem comprometer oS
resultados, assegurando que as perdas observadas fossem inerentes a acdo dos diferentes
acidos e ndo ao método experimental.

De modo geral, observa-se que pHs mais &cidos (4,55) favorecem a formacéo de
maior quantidade de coalhada, principalmente com o uso de acidos fortes, o que reforca
o papel do pH e da forca do acido na desestabilizacdo micelar. O soro, indicado pelas
barras cinza, representa a fase liquida separada da coalhada e consiste majoritariamente
em agua, lactose, minerais sollveis e proteinas do soro. Os resultados apontam que 0s
maiores volumes de soro foram obtidos em tratamentos com menores percentuais de
massa coalhada, como no acido latico em pH 4,85 (87,85%) e acido cloridrico em pH
4,85 (86,88%). Isso reflete uma menor retencao de solidos e maior fracdo liquida.

O menor valor de soro foi observado com acido sulfarico em pH 4,55 (77,69%),
compativel com o maior rendimento de coalhada. As perdas (em azul) indicam o
percentual de amostras que nao foram recuperadas nem na fase de coalhada nem na de
soro, podendo ser atribuidas a residuos aderidos aos recipientes, manipulacdo ou
ineficiéncia na separacao.

O controle sistematico do balango de massa e do rendimento em processos de
producéo de derivados lacteos € fundamental para a avaliacdo da eficiéncia na utilizacao
dos recursos, especialmente a matéria-prima leite. Além disso, permite diagnosticar

eventuais falhas operacionais e implementar melhorias tecnoldgicas. Conforme
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ressaltado por Sales et al. (2016), a analise do rendimento € uma ferramenta essencial
para o aprimoramento continuo dos processos industriais, viabilizando ganhos de
produtividade e reducdo de desperdicios.

Para uma avaliacdo mais precisa e padronizada do desempenho na fabricagéo de
massa coalhada, € empregada a metodologia de calculo do rendimento ajustado. Este tipo
de anélise constitui uma ferramenta essencial para o controle de qualidade e otimizacdo
dos processos produtivos em unidades industriais de laticinios, pois permite a comparacéo
equitativa entre diferentes lotes de producédo ao considerar variaveis fundamentais como
o teor de umidade. O rendimento ajustado tem como objetivo compensar as varia¢fes no
teor de umidade observado nas massas coalhadas produzidas, ajustando os resultados de
rendimento com base em um valor de umidade de referéncia. Dessa forma, garante-se que
os dados obtidos reflitam com maior fidelidade a eficiéncia do processo produtivo,
independentemente das oscilacdes no teor de agua presente nas amostras (Perrone et al.,
2010).

Na Figura 8, sdo apresentados os valores de rendimento ajustado das massas
coalhadas obtidas a partir de diferentes tratamentos de coagulacéo, os quais envolveram
0 uso de distintos acidos, bem como varia¢@es nos niveis de pH. Para a realizacdo desse
calculo, foi adotado como referéncia um teor de umidade desejado de 73% (m.m™). Este
valor de referéncia foi estabelecido com base em uma média dos teores de umidade
obtidos em ensaios preliminares conduzidos previamente, 0s quais permitiram identificar
um ponto representativo e tecnicamente viavel para aplicacdo na padronizacdo dos dados.

Assim, 0 uso do rendimento ajustado ndo apenas proporciona uma Visdo mais
acurada do aproveitamento da matéria-prima leite na formacdo da massa coalhada, mas
também permite avaliar de forma critica e comparativa o desempenho de diferentes
condi¢des tecnoldgicas de processamento, contribuindo significativamente para o

aprimoramento dos parametros operacionais em escala industrial.
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Figura 8 - Rendimento ajustado (kg massa coalhada/100 kg de leite)*.
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*Resultados expressos em média = DP.
Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Os valores médios de rendimento ajustado observados durante o processo de
coagulagdo &cida do leite apresentaram variacdo significativa em funcéo do tipo de agente
acidulante e do pH final de acidificacdo. Os menores rendimentos ajustados foram obtidos
utilizando o éacido latico, com valor médio de 11,47 kg de massa coalhada por 100 kg de
leite, quando o pH final foi ajustado para 4,85. Em contrapartida, os maiores rendimentos
foram registrados com o uso de acido sulfurico, atingindo 16,36 kg de massa por 100 kg
de leite, no pH final de 4,55.

As massas coalhadas obtidas por meio da acidificacdo com o acido sulfarico e o
acido cloridrico, apresentaram rendimentos ajustados superiores em comparacao aquelas
produzidas com &cido latico, independentemente do valor de pH utilizado no processo de
acidificacdo. Essa tendéncia sugere uma maior eficiéncia dos &cidos inorgénicos na
precipitacdo das proteinas do leite, promovendo maior recuperacao de sélidos na massa
formada.

Ao comparar os diferentes niveis de pH utilizados na acidificacdo do leite,
verificou-se que o pH 4,55 proporcionou os maiores valores de rendimento ajustado para
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todos os tipos de acido empregados. Esse comportamento indica que a faixa de pH mais
baixa favorece a coagulacédo proteica e a retencdo de umidade na matriz da coalhada.

No que se refere aos fatores que influenciam diretamente o rendimento na
producdo de massas coalhadas, destaca-se a composicao da fracdo solida obtida, sendo o
teor de umidade a variavel mais determinante. A presenca de maior quantidade de agua
na massa contribui para o aumento do rendimento final do processo. No entanto, é
fundamental que o teor de umidade da coalhada esteja em conformidade com os padrdes
estabelecidos para garantir as propriedades funcionais e sensoriais desejadas no produto

acabado, conforme apontado por Furtado (1991).

5.3 ANALISES FiSICO-QUIMICAS DAS MASSAS COALHADAS

Nesta etapa do estudo, foram realizadas analises fisico-quimicas das massas
coalhadas produzidas por meio do processo de coagulacéo do leite utilizando diferentes
tipos de acidos, bem como variac6es no pH. Os resultados obtidos a partir dessas analises
permitiram avaliar como o tipo de acido e o nivel de acidez influenciam as caracteristicas

finais das massas coalhadas.

5.3.1 pH das massas coalhadas

Os valores médios de pH medidos nas amostras das massas coalhadas formadas
sob essas diferentes condi¢Oes experimentais encontram-se organizados e apresentados
na Tabela 8, possibilitando a comparacdo entre os tratamentos e a interpretacdo dos

efeitos dos parametros avaliados.

Tabela 8 - VValores médios de pH das massas coalhadas obtidas no processo de
coagulacdo com diferentes acidos e diferentes pH*

pH Acido Latico Acido Cloridrico Acido Sulfurico
5,00 5,15 + 0,074 5,30 + 0,18 5,08 + 0,162
4,85 4,92 + 0,108 4,99 + 0,19°A 4,85+ 0,27°C
4,70 4,78 + 0,11 4,86 + 0,20A 4,76 + 0,17
4,55 4,56 + 0,06%8 4,66 + 0,237 4,52 +0,18%C

ab.C|_etras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si (P > 0,05);
ABC etras iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si (P > 0,05).
*Resultados expressos em média + DP.

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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O pH médio das amostras de soro obtidas apds a coagulacdo do leite apresentou
variacdes significativas em funcgéo do tipo de &cido utilizado no processo de acidificacao.
Observou-se que os menores valores de pH foram registrados nas amostras tratadas com
acido latico, atingindo uma média de 4,56, enquanto as amostras submetidas a
acidificacdo com &cido cloridrico apresentaram os valores mais elevados, com média de
5,30. Anadlises estatisticas revelaram que houve diferenca significativa entre 0s
tratamentos quanto aos tipos de acidos empregados e os valores de pH utilizados durante
a acidificacdo. Isso indica que tanto a natureza do agente acidificante quanto o nivel de
pH inicial do leite exercem efeitos relevantes sobre o comportamento das massas
coalhadas formadas.

Os valores de pH das massas coalhadas e dos soros possuem correlagdo com o pH
de acidificacdo dos leites de 0,948: as massas provenientes de tratamentos com pH mais
elevado (5,00) apresentaram valores de pH maiores, enquanto aquelas obtidas a partir de
acidificagbes mais intensas (pH 4,55) mostraram pH final mais baixo. Essa tendéncia
reforca a influéncia do ambiente &cido na composicao e nas propriedades da coalhada.

Outro aspecto importante observado foi a relacdo entre o pH da massa coalhada e
0 seu teor de célcio. A medida que o pH é reduzido, ocorre um aumento na
desmineralizacdo das micelas de caseina, favorecendo a liberacdo de célcio para o soro.
Este fendbmeno tem implicacdes tecnoldgicas relevantes, especialmente na producdo de
Requeijdo cremoso, em que o grau de desmineralizacdo da massa no momento da fusao
estd intimamente ligado a sua fluidez e cremosidade e nas caracteristicas sensoriais

desejaveis no produto final, conforme apontado por Mozuraityte et al. (2019).

5.3.2 Umidade das massas coalhadas

Os valores médios de umidade, bem como outras caracteristicas fisicas das massas
coalhadas obtidas sob diferentes condic¢Oes de acidificacdo, foram determinados e estdo
apresentados de forma ilustrativa na Figura 9 e 10. Esses dados complementam as anélises
anteriores e oferecem uma visdo mais abrangente sobre o impacto das variaveis estudadas

nas propriedades tecnoldgicas das massas.
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Figura 9 - Umidade % (m.m-1) e caracteristicas fisicas das massas coalhadas obtidas no
processo de coagulagdo com diferentes &cidos e diferentes pH*.

Acido Latico Acido Cloridrico Acido Sulftirico

abe | etras iguais no mesmo acido ndo diferem estatisticamente entre si (P > 0,05); ABC
Letras iguais entre os acidos ndo diferem estatisticamente entre si (P > 0,05).
*Resultados expressos em média.

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Figura 10 - Umidade das massas coalhadas obtidas ap6s a coagulacdo do leite
acidificado com diferentes &cidos e em diferentes pH.
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*Resultados expressos em meédia.
Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

E possivel observar uma diferenca visual evidente nas caracteristicas fisicas das

massas coalhadas obtidas a partir dos diferentes tratamentos de coagulacéo. Essa variacao
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nas propriedades fisicas estad fortemente associada ao teor de umidade das amostras
analisadas, o qual apresentou diferenca estatisticamente significativa, conforme
evidenciado pelos dados obtidos.

De forma especifica, as massas coalhadas que foram elaboradas por meio da
acidificacdo do leite utilizando &cido cloridrico e &cido sulfurico mostraram maiores
niveis de umidade quando o processo foi conduzido sob pH de 4,55 (Figura 10). Esses
resultados indicam que, sob condi¢Ges mais &cidas, tais acidos favorecem a retencéo de
umidade na massa formada. Essa observacdo pode ser associada com os valores de
rendimento ajustado obtidos, j& apresentados anteriormente na Figura 8, indicando que
h& uma coeréncia entre o teor de umidade e o desempenho do processo em termos de

aproveitamento da massa.

5.3.3 Recuperacdo dos constituintes solidos do leite

No contexto da fabricagdo de queijos e produtos lacteos similares, é desejavel que
ocorra uma maior recuperacdo dos constituintes sélidos do leite na fase sélida (massa),
ao mesmo tempo em que se busca minimizar as perdas desses nutrientes no soro. A
eficiéncia com que essa recuperacdo ocorre esta diretamente ligada as condicfes de
processamento adotadas e varia consideravelmente conforme o tipo de queijo produzido,
os ingredientes utilizados e os parametros tecnolégicos empregados. Segundo Francolino
et al. (2010), a taxa de recuperacdo dos solidos do leite (como proteinas, gordura e
minerais) depende, em grande parte, dos métodos aplicados durante a coagulacdo e da
manipulagéo posterior da massa.

Para ilustrar esse comportamento de forma comparativa, a Figura 11 apresenta 0s
valores médios de recuperacdo dos constituintes sélidos do leite, tanto para as massas
coalhadas quanto para os respectivos soros gerados durante o processo de coagulacéo.
Esses dados foram obtidos a partir de tratamentos realizados com diferentes tipos de
acidos e em variados niveis de pH, permitindo uma anélise abrangente sobre como esses

fatores influenciam a eficiéncia da incorporacao dos solidos do leite na massa final.
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Figura 11 - Recuperacao dos constituintes sélidos do leite para as massas coalhadas e
para 0s soros obtidos no processo de coagulacdo com diferentes acidos e diferentes pH

% (m.m-1)*.
Acido Latico Acido Cloridrico
43,0004 40,032¢ 37,62°¢ 42,0024 48,0124 46,0004 40,3558 40,7008
57,0004 59,974 62,384 58,0004 51.99bE 54,008 59,6524 59,3024
4,55 4,70 4,85 5,00 4,55 4,70 4,85 5,00
pH pH
Acido Sulfarico
47,0924 45,008 43,8034 40,4028
Soro (%
o 52,9128 55,00°B 56,2084 59,6024
Massa Coalhada (%)
4,55 4,70 4,85 5,00

pH

abe | etras iguais no mesmo acido ndo diferem estatisticamente entre si (P > 0,05); ABC
Letras iguais entre os acidos ndo diferem estatisticamente entre si (P > 0,05).
*Resultados expressos em média.

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Os valores médios de recuperacdo dos constituintes solidos do leite incorporados
nas massas coalhadas apresentaram variacéo significativa entre os diferentes tratamentos
aplicados durante o processo de coagulacdo. Esses valores oscilaram entre 37,62%
(m.m™), observados no tratamento com &cido latico em pH 4,85, e 48,01% (m.m™),
obtidos quando se utilizou &cido cloridrico em pH 4,55. Essa variagdo revela o impacto
direto tanto do tipo de &cido utilizado quanto do nivel de pH aplicado na eficiéncia da
retencdo dos solidos do leite na massa formada.

Foi constatada uma diferenca estatisticamente significativa entre as amostras
analisadas, o que confirma a influéncia dos parametros avaliados sobre o0 comportamento
das coalhadas. Além disso, os resultados observados encontram-se de acordo com 0s
valores de rendimento ajustado, apresentados anteriormente na Figura 8. O tratamento

que obteve menor taxa de recuperagdo dos constituintes sélidos na massa, pH 4,85 com
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acido latico, foi também aquele que apresentou 0 menor rendimento ajustado. Por outro
lado, os tratamentos que resultaram nas maiores recuperacdes de sélidos na massa
coalhada, aqueles realizados com &cido cloridrico e acido sulfdrico em pH 4,55,
coincidiram com os maiores valores de rendimento ajustado, evidenciando uma relacdo
direta entre ambos 0s parametros.

O rendimento na fabricacdo de queijos estd fundamentalmente associado a
eficiéncia com que os componentes solidos do leite so retidos na massa coalhada durante
0 processo de coagulacdo. O objetivo principal € maximizar essa retencao, reduzindo ao
maximo as perdas para o soro, de forma a produzir uma maior quantidade de queijo a
partir de um volume fixo de leite cru. De acordo com Margolies et al. (2017), o aumento
no rendimento esta diretamente relacionado a capacidade tecnologica do processo de
incorporacdo dos solidos (proteinas, gordura, minerais) do leite na matriz da coalhada.

Complementando essa anélise, os valores de recuperacdo de constituintes do leite
nos soros, ou seja, as fracdes que ndo foram incorporadas a massa e foram perdidas no
soro, apresentaram relacdo inversamente proporcional a recuperacdo observada nas
massas. Isso significa que os tratamentos que tiveram menor retencdo de constituintes na
massa, apresentaram consequentemente, maiores perdas no soro. Especificamente, o
tratamento com pH 4,85 utilizando &cido latico apresentou os maiores valores de perda
de constituintes no soro, enquanto os tratamentos com pH 4,55, acidificados com &cido
cloridrico e acido sulfurico, resultaram nas menores perdas, refletindo assim melhor

desempenho tecnoldgico e maior eficiéncia na recuperacdo dos solidos do leite.

5.4 ANALISES FiSICO-QUIMICAS DOS SOROS
5.4.1 pH dos soros

Os valores médios de pH dos soros obtidos no processo de coagulacdo do leite

com diferentes &cidos e diferentes pH séo apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9 - Valores médios de pH dos soros obtidos no processo de coagulacdo com
diferentes acidos e diferentes pH*

pH Acido Latico Acido Cloridrico Acido Sulftrico
5,00 5,18 + 0,143 5,08 + 0,06%® 4,86 +0,15%
4,85 4,98 + 0,21°A 4,87 +0,07°8 4,64 +0,22°C
4,70 4,82 + 0,19 4,66 + 0,09°® 4,60 +0,11¢
4,55 4,64 + 0,129 4,44 + 0,079 4,37 + 0,119

abe|_etras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si (P > 0,05);
ABC etras iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si (P > 0,05).
*Resultados expressos em média = DP.

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

O valor médio de pH das diferentes amostras de soro analisadas apresentou
variagdo significativa, oscilando entre 4,37 nas amostras que foram acidificadas com
acido sulfarico, até 5,18 nas amostras com acido latico. Esses dados demonstram que 0s
valores de pH dos soros possuem correlagdo com o pH de acidificacao dos leites de 0,853.
A analise estatistica também mostra que houve uma diferenca significativa de acordo com
os niveis de pH utilizados nos tratamentos (P<0,05).

As amostras que foram acidificadas utilizando &cido latico apresentaram o0s
valores mais elevados de pH. Em seguida, observaram-se as amostras acidificadas com
acido cloridrico, que apresentaram valores intermediarios de pH. E por fim, as amostras
que apresentaram os menores valores de pH foram aquelas tratadas com acido sulfarico,
evidenciando uma acidez mais pronunciada.

Ao se analisar os dados em conjunto, nota-se uma clara relacdo entre o pH das
solucdes utilizadas para acidificar o leite e o pH final das amostras de soro resultantes do
processo. De maneira geral, os soros provenientes de tratamentos nos quais o leite foi
acidificado até atingir pH 5,00 apresentaram valores de pH mais elevados, enquanto
aqueles provenientes de leites acidificados até pH 4,55 demonstraram valores mais baixos
de pH no soro. Essa tendéncia reforca a ideia de que o nivel de acidificacdo inicial do
leite influencia diretamente a composicdo e as caracteristicas fisico-quimicas do soro
obtido.

E importante destacar que, independentemente do tipo de 4cido utilizado ou do
valor de pH empregado no processo de acidificacdo, todas as amostras analisadas
apresentaram valores de pH dentro dos limites estabelecidos pela legislagdo brasileira

vigente. Segundo as normas regulatorias definidas por Brasil (2020), o soro &cido deve
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apresentar um teor de pH inferior a 6,0, o que foi respeitado em todas as condicdes

experimentais avaliadas no presente estudo.

5.4.2 Calcio idnico do soro

Os valores médios de célcio i6nico dos soros obtidos no processo de coagulagao

do leite com diferentes acidos e diferentes pH séo apresentados na Figura 12.

Figura 12 - Valores médios de calcio i6nico dos soros obtidos no processo de
coagulacdo com diferentes acidos e diferentes pH medidos na temperatura de 5°C
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abe | etras iguais no mesmo acido ndo diferem estatisticamente entre si (P > 0,05); ABC
Letras iguais entre os acidos ndo diferem estatisticamente entre si (P > 0,05).
*Resultados expressos em média.

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Foi observada uma diferenca estatistica significativa entre os diferentes
tratamentos aplicados no processo de acidificagcdo do leite, o que indica que o tipo de
acido utilizado influenciou diretamente os resultados obtidos em relacdo aos teores de
calcio i6nico presentes no soro. De acordo com os dados analisados, as amostras que
foram acidificadas com acido cloridrico apresentaram os maiores valores de célcio iénico,

evidenciando maior solubilizagdo desse mineral. Em seguida, foram observadas as
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amostras tratadas com acido sulfurico, que apresentaram valores intermediarios. E por
fim, os menores teores de célcio idnico foram encontrados nas amostras que passaram por
acidificacdo com &cido latico, sugerindo menor eficiéncia na liberacao do célcio coloidal
para a fase liquida.

Essa variacdo nos teores de célcio idnico nos diferentes tratamentos esta
diretamente relacionada ao pH de acidificacdo do leite, que influencia o equilibrio entre
as formas coloidal e soluvel do célcio. De maneira geral, verificou-se que 0s menores
teores de célcio i6nico foram encontrados nos tratamentos em que o leite foi acidificado
até atingir pH 5,00, enquanto os maiores teores foram observados nos tratamentos
realizados com pH final de 4,55. Esse comportamento pode ser explicado pelo fato de
que, em pH mais baixo, hd uma maior dissociagdo das micelas de caseina, o que facilita
a liberacdo do célcio coloidal para a fase soltvel, que, ap6s a coagulacédo e separacao da
massa coagulada, permanece no soro.

Além do efeito do pH em si, outro fator relevante € a forca do acido utilizado na
acidificacfo. Acidos fortes, como o écido cloridrico e o acido sulfdrico, possuem maior
capacidade de dissociacdo i6nica, o que favorece a quebra das interacdes entre as micelas
de caseina e o calcio coloidal, promovendo, assim, sua migracdo para a fase liquida. Esse
fendmeno ndo ocorre da mesma forma com é&cidos mais fracos, como o acido latico, que
apresentam menor grau de ionizag&o, resultando em menor solubiliza¢éo do calcio.

Conforme ilustrado na Figura 5, que apresenta os valores de célcio idnico no leite
submetido a acidificacdo, € possivel observar uma tendéncia semelhante nos valores
obtidos para o soro. De maneira consistente, os valores médios de célcio ibnico presentes
no soro foram mais elevados nos tratamentos em que o leite foi acidificado com &cido
cloridrico. Essa observacdo pode ser atribuida ao fato de o acido cloridrico ser
classificado como um 4cido forte, o que reforca seu efeito mais pronunciado na

solubilizacédo do célcio.

5.4.2.1 Calcio idnico em pH 4,00

A Figura 13 complementa esses achados ao apresentar os valores médios de célcio
ibnico em pH 4,00 medidos nas amostras de soro obtidas apds a coagulagéo do leite com
diferentes &cidos e em distintos valores de pH. O processo de acidificagdo das amostras
de soro até o pH 4,0 tem o objetivo de dissociar todo o célcio coloidal para a fase idnica,

permitindo sua determinacdo como calcio total da amostra. Esses resultados visam
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demonstrar de forma clara a influéncia tanto do tipo de acido quanto do pH final do
tratamento sobre a concentragdo de célcio ibnico no soro, permitindo uma melhor
compreensdo dos mecanismos quimicos envolvidos na separacdo das fases durante o

processamento do leite.

Figura 13 - Valores médios de calcio idnico em pH 4,00 dos soros obtidos no processo
de coagulacdo com diferentes &cidos e diferentes pH medidos na temperatura de 5 °C
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*Resultados expressos em média + DP.
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Os valores de calcio i6bnico medidos nas amostras de soro ajustadas para pH 4,00
apresentaram variagdo consideravel, oscilando entre 9,12 mM nas amostras provenientes
do tratamento com acido sulfarico em pH 5,00, até 17,91 mM nas amostras tratadas com
acido cloridrico em pH 4,55. Esses dados indicam que tanto o tipo de acido utilizado
quanto o pH final de acidificacdo exercem influéncia direta sobre a quantidade de calcio
ibnico presente na fase liquida do sistema, ou seja, no soro do leite.

Dessa forma, é possivel inferir que o uso do acido cloridrico, em especial na
condicédo de pH final de 4,55, foi o tratamento mais eficaz para promover a migracao do

calcio coloidal para a fase liquida. Apds a coagulacdo da caseina e a consequente
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separacdo da massa coalhada, esse calcio solubilizado permaneceu retido no soro,
resultando em teores mais elevados em comparagdo com os demais tratamentos. Essa
observacdo reforca a importancia do tipo de &cido e do pH de coagulagdo como fatores
determinantes na distribuicdo do calcio entre as fases solida e liquida do leite durante o
processo de fabricacdo de produtos lacteos.

A andlise estatistica dos dados confirmou que houve diferenca estatistica
significativa (P<0,05) entre os &cidos utilizados no processo de acidificacdo. Mais
especificamente, os soros obtidos a partir dos leites acidificados com &cido cloridrico
apresentaram os maiores teores de calcio idnico, evidenciando a maior eficiéncia desse
acido em promover a solubilizacdo do calcio. Por outro lado, os soros provenientes dos
leites acidificados com é&cido latico e &cido sulfurico apresentaram valores
significativamente menores, demonstrando comportamento distinto em funcéo da forca
do acido e da sua interacdo com a estrutura coloidal do leite.

No entanto, ao se avaliar o efeito dos diferentes pH de acidificagéo para cada um
dos trés &cidos empregados, nao foi observada diferenca estatistica significativa entre
esses niveis de pH. Isso indica que, embora o pH influencie o processo de solubilizacédo
de minerais, sua acdo pode ser secundaria em comparacdo com a natureza quimica do

acido utilizado.

5.4.3 Umidade dos soros

Os valores médios de umidade dos soros obtidos durante o processo de coagulacao
do leite, realizados com diferentes &cidos e diferentes pH, estdo organizados e
apresentados de forma detalhada na Tabela 10. Esses dados fornecem informacGes
adicionais importantes sobre as caracteristicas fisico-quimicas dos soros gerados,
complementando a analise do comportamento do célcio idnico e contribuindo para uma

compreensdo mais ampla dos efeitos dos tratamentos sobre a composicao final do soro.
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Tabela 10 - Valores médios de umidade dos soros obtidos no processo de coagulagédo
com diferentes &cidos e diferentes pH (% m/m)*.

pH Acido Latico Acido Cloridrico Acido Sulfurico
5,00 93,70 + 0,23% 93,91 + 0,58% 93,76 + 0,414
4,85 03,94 + 0,48% 93,69 + 0,45% 93,96 + 0,114
4,70 93,80 + 0,49 94,13+ 0,17 93,86 + 0,60%
4,55 03,73 + 0,24 94,21 + 0,43% 93,49 + 0,88

abe|_etras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si (P > 0,05);
ABC etras iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si (P > 0,05).
*Resultados expressos em média

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Os valores médios de umidade observados nas diferentes amostras de soro obtidas
durante o processo de coagulacdo do leite ndo apresentaram variagdo, oscilando entre
93,49% na amostra com acido sulfdrico em pH 4,55 a 94,21% na amostra com acido
cloridrico em pH 4,55. Essa pequena variacao nos valores sugere que, independentemente
do tipo de acido utilizado para a acidificacdo e do pH final adotado nos tratamentos, a
composicdo do soro manteve-se relativamente constante.

A andlise estatistica dos dados confirmou que ndo houve diferenca estatistica
significativa (P>0,05) entre os valores de umidade das amostras de soro obtidas a partir
dos diferentes tratamentos.

Pela diferenca matemaética, foi possivel calcular os teores médios de sélidos totais
das amostras de soro, que consistem na fracdo composta por proteinas sollveis, lactose,
sais minerais e pequenas quantidades de outros compostos residuais. Os valores de
solidos totais variaram entre 5,79% na amostra com acido cloridrico em pH 4,55 a 6,51%
na amostra com &cido sulfdrico em pH 4,55, demonstrando uma leve variagdo entre 0s
tratamentos. Apesar dessa variacdo, todas as amostras analisadas apresentaram teores de
solidos totais dentro dos limites estabelecidos pela legislacdo brasileira, com um teor
minimo de 5,01% de sélidos totais, valor que foi superado por todas as amostras obtidas

no presente estudo.

5.4.4 Tamanho de particulas dos soros

Embora as analises de umidade e sélidos totais ndo tenham revelado diferencas
estatisticas significativas, foi possivel observar, visualmente, que as amostras de soro

apresentaram diferencas na coloragdo, conforme ilustrado na Figura 14. Essas variagOes
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de cor podem estar associadas a multiplos fatores, como a composicdo especifica dos
solidos presentes no soro, a interagdo entre os acidos utilizados e os componentes do leite,
além de possiveis reagGes quimicas ocorridas durante o processo de acidificacdo e

coagulacao.

Figura 14 - Soros obtidos ap6s o processo de coagulacdo com diferentes &cidos e
diferentes pH.

Acido Latico Acido Cloridrico Acido Sulfurico

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Observar-se uma diferenca visual evidente na coloracdo das amostras de soro
obtidas ap6s a coagulacao do leite, em funcdo do tipo de &cido utilizado e do pH final
aplicado durante o processo de acidificacdo. De maneira geral, para os trés acidos
avaliados no experimento, as amostras de soro provenientes da acidificacdo do leite em
pH 5,00 apresentaram uma coloragdo mais opaca e menos translicida quando comparadas
as amostras obtidas a partir da acidificacdo em pH 4,55. Essa opacidade mais acentuada
pode estar associada a alteracdes na dispersdo de particulas em suspenséo ou a presenca
de residuos proteicos e minerais em maior quantidade ou com diferente grau de agregagédo
nessas condigdes de pH.

Além disso, ao se comparar os efeitos visuais entre os diferentes tipos de &cido,
constatou-se que, de forma geral, os soros obtidos por meio da acidificacdo com &cido
cloridrico apresentaram uma coloracdo visivelmente mais clara em relagdo aquelas
produzidas com &cido latico e acido sulfurico. Essa tonalidade mais clara pode indicar
menor interferéncia de compostos residuais e menor presenca de particulas dispersas que
absorvam ou reflitam a luz, o que sugere um efeito mais eficiente desse acido na

separacgdo das fases durante a coagulagdo do leite.
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O soro de leite, por definigdo, € um liquido opaco com coloracdo que varia entre
o amarelo e o verde-claro, caracteristica atribuida a presenca de compostos como
riboflavina e a composicao de sélidos totais dissolvidos. De acordo com Mizuta, Silva e
Madrona (2023), o teor de solidos totais € um dos principais fatores que influenciam
diretamente a coloracdo do soro, sendo normalmente responsavel por determinar a
intensidade e a tonalidade observadas visualmente. No entanto, como neste estudo ndo
foi identificada diferenca estatistica significativa entre os valores de sélidos totais das
diferentes amostras, tornou-se necessario investigar outros fatores que pudessem
justificar as variacGes visuais observadas.

Com o objetivo de compreender melhor as diferencas de aparéncia entre oS Soros
obtidos, foi realizada uma analise complementar do tamanho médio das particulas
presentes nas amostras. O tamanho das particulas pode interferir diretamente na turbidez
e na opacidade do liquido, uma vez que particulas maiores ou em maior concentracdo
tendem a dispersar mais luz, tornando o soro visualmente mais turvo. A Tabela 11
apresenta os resultados médios do tamanho das particulas nas diferentes amostras de soro
obtidas a partir da coagulacdo do leite com os diferentes acidos e em diferentes pH de
acidificacdo. Além disso, os dados incluem os resultados obtidos apds a realizagdo de um
processo de centrifugacdo, conduzido a 2000 rotagfes por minuto (RPM), sob
temperatura ambiente controlada (21 + 2 °C), com o intuito de verificar o comportamento
das particulas suspensas e seu possivel papel na modificacdo da aparéncia visual dos

SOros.
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Tabela 11 - Tamanho das particulas dos soros obtidos no processo de coagulacdo com
diferentes acidos e diferentes pH antes e depois da centrifugacdo (nm)*

DLS
pH Acido Lético Acido Cloridrico Acido Sulfurico
Antes
5,00 1234,0 + 225,15 1031,43 + 204,55 343,60 *+ 324,68
4,85 244,68 + 7,92°A 258,01 + 11,09°A 179,93 + 3,01°A
4,70 182,75 + 4,38"A 190,9 + 6,72°A 181,63 + 6,84"A
4,55 156,31 + 3,558 254,16 + 66,76"A 172,33 + 16,09°A
Depois
5,00 531,58 + 289,71 265,3 + 5,37%8 263,26 + 6,038
4,85 233,51 + 5,29°A 235,06 + 7,592 174,38 + 2,513
4,70 146,65 + 5,79°A 177,46 + 4,18 178,83 + 3,984
4,55 149,03 + 2,82"A 165,35 + 6,20% 159,31 + 3,37%A

abe|_etras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si (P > 0,05);
ABC etras iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si (P > 0,05).
*Resultados expressos em média = DP.

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Os valores médios do tamanho das particulas presentes nas diferentes amostras de
soro, obtidas antes do processo de centrifugacao, apresentaram variagdo, dependendo do
tipo de acido utilizado e do pH aplicado na acidificacdo do leite. Especificamente, o0s
tamanhos médios variaram de 1234 nm na amostra de soro oriunda da acidificagdo com
acido latico em pH 5,00, até 156,31 nm na amostra acidificada com o mesmo &cido, porém
em pH 4,55. Essa diferenca expressiva evidencia a influéncia direta do pH e do acido
empregado na formac&o e agregacao de particulas durante o processo de coagulacdo do
leite.

A analise estatistica dos dados revelou que houve diferenca estatistica
significativa (P<0,05) entre os tratamentos, ou seja, 0s diferentes tipos de acido e niveis
de pH utilizados na coagulacdo afetaram significativamente o tamanho médio das
particulas presentes nos soros. De modo geral, para todos os trés &cidos testados, as
amostras de soro derivadas da acidificagdo do leite em pH 5,00 apresentaram tamanhos
médios de particulas maiores do que aquelas obtidas nos tratamentos realizados em pH
4,55. Essa tendéncia sugere que, em pH mais elevado, a estrutura proteica e a estabilidade
coloidal do sistema favorecem a formacéo de agregados maiores, possivelmente devido

a menor dissociacao das proteinas e a menor intensidade da precipitacao.
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A explicacdo para essa diferenca significativa no tamanho médio das particulas
pode estar associada principalmente ao comportamento da B-lactoglobulina, que € a
principal proteina soluvel presente no soro do leite bovino. A conformagao estrutural da
B-Lg é altamente sensivel ao pH do meio, uma vez que sua estrutura quaternaria se altera
conforme a concentracao de ions hidrogénio. De acordo com Fox e McSweeney (1998),
em valores de pH abaixo de 3,5, a B-Lg se encontra predominantemente na forma de
mondmeros. Quando o pH varia entre 3,5 e 4,0, essas moléculas monoméricas tendem a
se associar, formando dimeros. Ja em intervalos de pH entre 4,0 e 6,0, esses dimeros
podem se organizar em estruturas ainda maiores, como octémeros, aumentando
consideravelmente o tamanho das particulas presentes no soro. Essa caracteristica
explica, em grande parte, os maiores tamanhos observados nas amostras com pH 5,00,
nas quais a agregacao proteica é mais pronunciada.

Para complementar a analise fisico-quimica das amostras de soro e compreender
melhor o comportamento das particulas em suspensédo, foi realizado um processo de
centrifugacdo. Essa etapa teve como objetivo separar mecanicamente as particulas
dispersas no soro, sedimentando os agregados maiores e, assim, permitir a avaliacdo da
fracdo liquida restante.

Ap6s o procedimento de centrifugacdo, observou-se uma reducdo nos valores
médios de tamanho das particulas nas amostras de soro, indicando que a remog¢édo dos
agregados maiores foi eficaz. Essa reducdo foi estatisticamente significativa nos
tratamentos realizados com os trés diferentes acidos, mas essa diferenca foi observada
apenas para o pH 5,00. Isso sugere que, neste pH, a presenca de agregados maiores é mais
relevante, e a acdo da centrifugacdo tem um impacto mais pronunciado sobre o perfil de
distribuicdo de particulas. Em contrapartida, nos soros obtidos a pH 4,55, a menor
formacédo de agregados torna o efeito da centrifugacdo menos expressivo em termos de

reducdo do tamanho medio de particulas.

5.4.5 Proteinas do soro

Com o intuito de aprofundar a caracterizacdo das amostras e compreender melhor
0s componentes que compdem a fragdo dispersa do soro, foram realizadas anélises
adicionais para determinar o perfil proteico das amostras. Essa etapa visa identificar as
principais proteinas presentes no soro, bem como possiveis modifica¢fes estruturais

resultantes do processo de acidificagao.
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As concentracdes de B-LG e a-LA nos soros obtidos no processo coagulagcdo com
diferentes acidos e diferentes pH foram determinadas pelo método de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) e s&o apresentadas na Tabela 12.

Tabela 12 - Concentragdes de B-LG ¢ a-LA nos soros obtidos no processo coagulacao
com diferentes &cidos e diferentes pH (mg.kg-1)*.

pH Acido Latico Acido Cloridrico Acido Sulfdrico
B-Lactoglobulina

5,00 0,354 +0,110% 0,432 + 0,196% 0,478 + 0,144%A

4,85 0,437 +0,100% 0,473 £ 0,196% 0,414 + 0,158

4,70 0,475 + 0,056 0,471 + 0,153 0,394 + 0,203

4,55 0,399 + 0,066 0,369 + 0,125% 0,446 + 0,197°%A
a-Lactoalbumina

5,00 0,067 +0,011°® 0,089 + 0,012 0,093 + 0,014

4,85 0,084 + 0,008%A 0,086 + 0,011 0,067 + 0,001°8

4,70 0,090 + 0,007%A 0,082 + 0,017%8 0,062 + 0,018"8

4,55 0,071 + 0,006b%* 0,058 + 0,008°4 0,064 + 0,011°A

abe|_etras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si (P > 0,05);
ABC etras iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si (P > 0,05).
*Resultados expressos em média + DP.

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Os valores médios de concentragdo de B-LG nas diferentes amostras de soro
avaliadas variaram entre 0,354 mg-kg™' e 0,478 mg-kg™', dependendo do tipo de 4cido
utilizado na coagulacédo e do pH final do tratamento. Apesar dessa variagdo numérica, a
analise estatistica dos dados indicou que ndo houve diferenga estatistica significativa
(P>0,05) entre os tratamentos. Isso sugere que, nas condi¢cdes experimentais adotadas, o
tipo de &cido e o pH de acidificacdo ndo influenciaram de forma relevante a concentragédo
final de B-LG presente no soro apos a separagdo da massa coalhada.

A B-LG é conhecida por sua estabilidade em solucGes acidas e, embora sua
estrutura quaternaria seja sensivel ao pH, especialmente no intervalo entre 4,0 e 6,0, sua
solubilidade e resisténcia a precipitacdo durante o processo de coagulacdo explicam a sua
permanéncia consistente na fase liquida, independentemente das variacdes de pH e do
tipo de &cido utilizado.

Em contrapartida, os valores médios de a-LA apresentaram maior variabilidade

entre os tratamentos. Os resultados obtidos mostraram que as concentragdes de a-LA
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variaram de 0,058 mg-kg ! nas amostras de soro obtidas com 4cido cloridrico em pH 4,55,
até 0,093 mg-kg™' nas amostras provenientes da coagulagdo com acido sulfurico em pH
5,00. Neste caso, ao contrario do observado com a B-LG, houve diferenga estatistica
significativa (P<0,05) entre os diferentes tratamentos, evidenciando que o pH de
acidificacdo e o tipo de acido influenciaram a solubilidade e a reten¢ao da a-LA no soro.

Ao analisar os dados, verifica-se uma tendéncia clara: os menores valores de o-
LA foram sistematicamente associados aos tratamentos realizados em pH 4,55,
independentemente do acido utilizado. Isso permite inferir que, nesse valor de pH mais
préximo ao ponto isoelétrico das caseinas (aproximadamente pH 4,6), ocorre uma maior
interagdo entre a o-LA e as micelas de caseina durante a formacéo da coalhada. Como
consequéncia, parte dessa proteina pode ser coagulada junto com a caseina, sendo retida
na massa solida ao invés de permanecer no soro. Esse comportamento é condizente com
0 conhecimento existente sobre a termodinamica e a afinidade de associa¢édo das proteinas
do soro com as caseinas em condicdes de pH &cido.

Para complementar os dados obtidos por meio da Cromatografia, foi realizada
uma analise eletroforética por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE). Esse método permite visualizar qualitativamente as proteinas presentes nas
amostras de soro, por meio da separacdo com base no peso molecular, e serve como
ferramenta adicional para confirmar a presenca, auséncia ou intensidade relativa das
principais fracGes proteicas. Os resultados dessa analise complementar estdo apresentados
na Figura 15, permitindo uma correlacdo visual com os dados quantitativos obtidos por
HPLC e reforcando as conclusdes sobre o comportamento das proteinas do soro diante
das variagdes de pH e do tipo de acido utilizado durante a coagulacao do leite.
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Figura 15 - Eletroforese em gel dos soros obtidos no processo de coagulagdo com
diferentes acidos e diferentes pH.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Os resultados obtidos estdo em conformidade com os valores de massas
moleculares das proteinas majoritarias do soro do leite previamente reportados na
literatura cientifica, sendo aproximadamente 18,0 kDa para a -LG e de 14,0 kDa para a
a-LA, conforme descrito por Fox e McSweeney (1998) e corroborado por Velickovic et
al. (2018). Esses valores sdo amplamente reconhecidos e servem como referéncia para a
identificacdo dessas proteinas por técnicas eletroforéticas e cromatograficas.

Além disso, a intensidade e a espessura das bandas observadas nos géis de
eletroforese apresentaram correlacdo direta com os dados obtidos por meio da
cromatografia liquida, reforgando a validade dos resultados. Especificamente, foi possivel
observar que a proteina B-LG aparece com maior intensidade nas bandas, o que esta de
acordo com sua predominancia em termos de concentracdo relativa no soro do leite,
quando comparada a quantidade de o-LA. Este padrdo confirma a distribuigdo natural
dessas proteinas, sendo a -LG a principal fracdo proteica do soro.

Com base na andlise visual das bandas proteicas obtidas nas amostras submetidas
a diferentes condicGes de pH, foi possivel inferir que, no pH 4,55, as bandas
correspondentes a a-LA apresentaram-se com coloracéo visivelmente menos intensa em

comparagdo as bandas formadas nos demais valores de pH avaliados. Esse
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comportamento foi observado de forma consistente para todas as amostras tratadas com
os trés diferentes acidos utilizados no experimento. Tal diminui¢do na intensidade pode
indicar uma menor solubilidade ou estabilidade da o-LA nessa condi¢do de pH, o que
influencia sua deteccdo. Esses achados qualitativos estdo em concordancia com 0s
resultados quantitativos fornecidos pela técnica de HPLC, a qual também demonstrou
uma menor concentragdo de o-LA no pH 4,55, reforcando a confiabilidade dos dados
obtidos por ambas as metodologias analiticas utilizadas para a determinagéo das proteinas

do soro.

5.5 RESIDUO MINERAL FIXO E CARACTERIZACAO MINERAL DAS CINZAS
DO LEITE, MASSA COALHADA E SORO

5.5.1 Residuo mineral fixo e caracterizacdo mineral do leite

O RMF medio dos leites reconstituidos utilizados nesse estudo foi de 0,70 + 0,01%
m/m. Hayden (2023) encontrou valores de minerais variando de 0,48% a 0,85%.

A Tabela 13 mostra os valores médios da composicao mineral das cinzas dos leites
reconstituidos determinados pela técnica de Microscopia Eletronica de Varredura
acoplada a Espectroscopia de Energia Dispersiva de Raio X (MEV/EDS).

Tabela 13 - Composicao mineral média das cinzas dos leites reconstituidos (mM)* .

Elementos

Célcio Faésforo Magnésio Cloro Potassio Sodio
(mM)

Cinzasdo Leite 20,31+1,88 2458+181 293+041 17,36+588 2328+500 11,671,227

*Resultados expressos em média + DP.
Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Os valores de minerais determinados nas amostras analisadas neste estudo
apresentaram-se inferiores aqueles descritos na Tabela 3 do trabalho de referéncia
elaborado por Gaucheron (2005). Essa discrepancia pode ser atribuida a diversos fatores
que influenciam significativamente a composi¢do mineral do leite, tais como o estado
fisioldgico do animal, o tipo e a qualidade da alimentacgéo oferecida ao rebanho, o estagio
da lactagdo, além de variagBGes sazonais e genéticas (Cobo-Angel et al., 2014). Esses
fatores séo conhecidos por afetar, de maneira direta, a concentracdo de macro e

microminerais no leite, especialmente célcio, fésforo, potassio e magnésio, componentes
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fundamentais tanto para a estabilidade fisico-quimica quanto para as propriedades
tecnoldgicas do leite.

Em relagdo ao célcio, especificamente, observa-se uma boa concordéncia entre os
valores obtidos por meio da técnica de MEV/EDS e os valores determinados por meio do
método utilizando eletrodo ion seletivo portatil, modelo LAQUAtwin, para a medicdo de
calcio ibnico. Em pH 4,00, a concentracdo de calcio medida foi de 21,00 mg/L, indicando
uma proximidade relevante com os dados gerados pela analise instrumental por
MEV/EDS. Essa semelhanca sugere uma consisténcia entre os métodos de analise
aplicados e reforca a confiabilidade dos resultados obtidos, sobretudo no que se refere a

quantificacdo do célcio em diferentes condigdes.

5.5.2 Residuo mineral fixo e caracterizacdo mineral das massas coalhadas

A Tabela 14 apresenta os valores médios de residuo mineral fixo (RMF) obtidos
nas amostras de massas coalhadas, formadas durante o processo de coagulacao acida do

leite reconstituido.

Tabela 14 - Valores médios de RMF das massas coalhadas obtidas no processo de
coagulacdo com diferentes acidos e diferentes pH (% m/m)* .

pH Acido Lético Acido Cloridrico Acido Sulfurico
5,00 1,12 + 0,28 1,31+ 0,19 0,94 +0,12%¢
4,85 0,96 + 0,32%A 1,12 + 0,144 0,93+0,17%®
4,70 1,04 + 0,194 1,00 + 0,20°A 0,85 + 0,05%
4,55 0,87 + 0,154 0,88 + 0,12°A 0,82 + 0,09%A

abe|_etras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si (P > 0,05):
ABC etras iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si (P > 0,05).
*Resultados expressos em média + DP.

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Observou-se uma diferenca estatistica significativa entre as amostras analisadas
quanto aos teores de residuo mineral fixo (RMF), o que indica que o tipo de acido
utilizado no processo de acidificagéo, assim como o pH final de coagulacéo, influenciam
diretamente a retencdo de minerais na matriz da massa coalhada. De forma especifica,
nas amostras submetidas a acidificacdo com acido cloridrico e acido latico, foi verificada

uma reducdo significativa nos valores de RMF quando o ponto final de pH foi ajustado
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para 4,55, sugerindo que esse nivel de acidez favorece a solubilizacdo ou perda de
minerais durante a formacéao da coalhada.

Por outro lado, 0 comportamento observado nas amostras tratadas com &cido
sulfurico diferiu dos demais. Nesse caso, a variacdo no pH de coagulacdo ndo resultou
em diferencas estatisticamente significativas nos valores de RMF, o que sugere que a agdo
do &cido sulfurico sobre os componentes minerais do leite pode ser menos sensivel as
alteracOes de pH dentro da faixa avaliada. Essa estabilidade pode estar relacionada a
natureza do é&cido sulfarico como um agente diprotico forte, que se dissocia
completamente em solucéo, gerando um ambiente acido uniforme que pode promover a
desmineralizag&o de forma mais constante, independentemente do pH.

Além disso, com excecdo das amostras acidificadas em pH 4,55, nas demais faixas
de pH, observou-se que o uso do acido sulfurico resultou, de modo geral, em valores de
RMF inferiores quando comparado as amostras submetidas aos mesmos pH com acido
cloridrico ou acido latico. Esses resultados indicam que o tipo de acido influencia ndo
apenas a eficiéncia da coagulacdo, mas também a retencdo dos minerais na coalhada, o
que pode ter implicacGes tecnologicas importantes para a fabricacéo de derivados lacteos
com caracteristicas nutricionais e funcionais especificas.

O método de espectroscopia de raios X por dispersdo de energia (EDS) permitiu
a rapida identificacdo e quantificagdo da composicdo dos elementos brutos do leite, da
massa coalhada e do soro acido a partir das cinzas dos mesmos. Os resultados séo obtidos
conforme ilustrado na Figura 16. Apesar do amplo nimero de elementos possiveis de
serem detectados com esta técnica (SOGUT et al., 2013), a andlise rapida focou nos

seguintes elementos: célcio, fosforo, sédio, magnésio, conforme mostrado na Figura 16.
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Figura 16 - Espectro de energia dispersiva de raios X.
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Sendo: Ca — célcio, P — fosforo, Na — s6dio e Mg — magnésio.
Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

4.5

A Tabela 15 apresenta os valores de média geral, desvio padrdo, coeficiente de
variacdo, valor maximo e minimo dos principais elementos minerais das massas

coalhadas gerados com diferentes acidos e niveis de pH, determinados pela técnica de
MEV/EDS.

Tabela 15 - Resumo da concentragdo media dos principais elementos minerais das
massas coalhadas.

Paramgtros Ca p Na Mg
gerais

Média 56,68 90,02 6,27 2,50

Desvio 1064 1373 080 0,36
Padrao

Coeficiente de

variagdo* 28,00 51,00 13,00 15,00

Méaximo 93,95 114,06 7,75 3,18

Minimo 36,45 67,34 522 2,10

*Resultados expressos em %. Sendo: Ca — célcio, P — fosforo, Na — sodio e Mg —
magnésio.

No geral, é possivel observar que o P e o Ca sdo 0s principais minerais

encontrados nas massas coalhadas, seguido pelo Na e Mg em menores quantidades. A



81

estrutura das micelas de caseina é formada por ligacdes de fosfato de célcio e outras
interacdes entre as submicelas (HORNE, 2006).

A Figura 17 ilustra os valores médios dos principais minerais identificados em
maior concentragcdo nas amostras de cinzas das massas coalhadas, obtidas apds o processo
de coagulacéo do leite reconstituido com diferentes acidos e em diferentes valores de pH.
A andlise foi realizada por meio da técnica de Microscopia Eletrénica de Varredura
acoplada a Espectroscopia por Dispersao de Energia de Raios X (MEV/EDS), que permite

a caracterizacdo semiquantitativa da composi¢do elementar das amostras sélidas.

Figura 17 - Principais minerais das cinzas das massas coalhadas obtidas no processo de
coagulacdo com diferentes acidos e diferentes pH (mM)*.

Acido latico Acido cloridrico Acido sulfurico

mmol.kg™’

5,00 4,85 4,70 4,55 5,00 4,85 4,70 4,55 5,00 4,85 4,70 4,55

pH (leite acidificado)
Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Os valores médios de concentracdo de célcio presentes nas amostras de cinzas
obtidas a partir dos soros remanescentes dos diferentes tratamentos de coagulagéo
apresentaram variacOes expressivas, oscilando entre 22,83 mM nos tratamentos
realizados com &cido sulfarico em pH 4,55, até 61,67 mM nos tratamentos em que se
utilizou acido cloridrico e o pH final foi ajustado para 5,00. Essa diferenca reflete a
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influéncia tanto do tipo de acido empregado quanto do pH de coagulagéo sobre a liberacao
ou retencdo de minerais no soro.

No caso do fosforo, observou-se uma varia¢do igualmente significativa, com
concentragdes que foram de 19,67 mM nas amostras tratadas com acido sulfarico em pH
4,55 até 57,50 mM nas amostras tratadas com &cido cloridrico em pH 5,00. Esses dados
indicam que, a medida que o pH se eleva, hd uma maior retengdo desses minerais no soro,
0 que implica uma menor incorporacdo na matriz da massa coalhada. Tal comportamento
estd diretamente associado ao estado de ionizacdo dos fosfatos e a sua interacdo com as
proteinas do leite, especialmente a caseina.

Em relacéo ao sodio, os valores médios das amostras de cinzas dos soros variaram
entre 34,17 mM, observados nos tratamentos com &cido sulfarico em pH 4,55, até 52,83
mM, encontrados nos tratamentos com 4&cido latico em pH 5,00. No entanto,
diferentemente dos minerais célcio, fésforo e magnésio, o s6dio ndo seguiu uma tendéncia
clara de variacdo com o pH ou com o tipo de acido utilizado

Para 0 magnésio, os valores médios variaram de 22,33 mM nas amostras tratadas
com acido latico em pH 4,85 até 55,33 mM nas amostras submetidas ao tratamento com
acido cloridrico em pH 5,00. Essa variacao reforca a ideia de que niveis mais baixos de
pH favorecem a desmineralizacéo da fase coloidal do leite, promovendo maior liberacao
de minerais para 0 soro e, consequentemente, reduzindo sua concentragdo na massa
coalhada.

De forma geral, os dados indicam que, com excecdo do sodio, 0s minerais calcio,
fésforo e magnésio apresentaram concentragdes significativamente menores nos soros
das amostras tratadas a pH 4,55, independentemente do tipo de &cido utilizado. Esse
padrdo confirma a maior desmineralizacdo das micelas de caseina em condi¢des mais
acidas, 0 que estd de acordo com 0s mecanismos ja descritos na literatura, segundo 0s
quais o abaixamento do pH promove a dissociacdo dos ions célcio e fosfato da matriz
micelar, facilitando sua liberacdo para a fase liquida.

Na pratica industrial, especialmente na fabricacdo de Requeijdo cremoso fundido,
esse comportamento tem implicacGes importantes. Durante esse processo, utilizam-se
sais fundentes, como citratos e fosfatos de sédio, cuja principal fungdo tecnoldgica é
sequestrar ions calcio das micelas de caseina, promovendo a desestabilizacdo das redes
proteicas e facilitando a fusdo da massa coalhada, resultando em um produto com textura
homogénea e caracteristica fundente (Van Dender, 2014). Diante disso, a utilizacdo de

um pH mais baixo no momento da acidificacdo do leite pode representar uma estratégia
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tecnoldgica relevante, uma vez que uma coalhada com menor teor de calcio estara
parcialmente desmineralizada, o que pode potencializar a eficiéncia dos sais fundentes e
melhorar a performance do processo de fuséo. Esse fator deve, portanto, ser considerado
na formulacéo e no controle das etapas de processamento de Requeijdes e outros produtos

derivados do leite que envolvam fusao e emulsificacdo de proteinas.

5.5.3 Residuo mineral fixo e caracterizagdo mineral dos soros

A Tabela 16 mostra os valores médios de RMF encontrados nas amostras de soros

obtidos no processo de coagulacdo com diferentes &cidos e diferentes pH.

Tabela 16 - Valores médios de RMF dos soros obtidos no processo de coagulagdo com
diferentes acidos e diferentes pH (% m/m)*.

pH Acido Latico Acido Cloridrico Acido Sulfarico
5,00 0,84 + 0,32%A 0,72 + 0,024 0,83 +£ 0,124
4,85 0,74 + 0,05% 0,76 + 0,014 0,81 + 0,08%
4,70 0,86 + 0,163 0,78 + 0,024 0,78 + 0,06%A
4,55 0,77 + 0,05%A 0,83 + 0,04 0,81 + 0,05

abe|_etras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si (P > 0,05);
ABC etras iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si (P > 0,05).
*Resultados expressos em média + DP.

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Os valores médios de residuo mineral fixo (RMF) obtidos nas amostras de soro
provenientes dos diferentes tratamentos de coagulacdo variaram dentro de uma faixa
relativamente estreita, situando-se entre 0,72% m/m e 0,86% m/m. Esses resultados
indicam que, independentemente do tipo de agente acidificante utilizado e da variagéo no
pH final de coagulacdo do leite, o conteddo mineral residual presente na fase liquida
manteve-se relativamente constante.

De forma semelhante ao que foi observado para os teores de sélidos totais e para
B-LG, que é a principal proteina soltvel do soro e representa uma fragéo significativa das
soroproteinas do leite bovino, os valores de RMF também n&o apresentaram diferenca
estatistica significativa entre os diferentes tratamentos aplicados. 1sso sugere que a
modifica¢do do pH dentro da faixa estudada, assim como a substitui¢éo entre diferentes
acidos, néo foi suficiente para provocar alteragdes substanciais na quantidade total de

minerais que permanecem dissolvidos no soro apos o processo de coagulacéo.
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A auséncia de variacdo estatistica significativa nesses parametros pode ser
explicada pelo fato de que grande parte dos minerais solveis no leite, especialmente 0s
ndo ligados a fase micelar, tende a permanecer na fase liquida apds a formacdo da
coalhada, independentemente do agente acidificante.

A Tabela 17 apresenta os valores de média geral, desvio padrao, coeficiente de
variacdo, valor méximo e minimo dos principais elementos minerais dos soros gerados

com diferentes acidos e niveis de pH, determinados pela técnica de MEV/EDS.

Tabela 17 - Resumo da concentracdo media dos principais elementos minerais dos soros
(mmol.kg™).

Parame_tros Ca p Na Mg
gerais

Média 23,44 20,49 16,20 1,63

Desvio

~ 7,88 10,49 9,64 0,64
Padréao

Coeficiente de
variacdo* 34,00 51,00 59,00 39,00

Maximo 40,09 37,23 35,11 2,50

Minimo 11,89 829 255 0,69

*Resultados expressos em %. Sendo: Ca — célcio, P — fosforo, Na — s6dio e Mg —
magnésio.

A Figuras 18 mostra os valores médios dos minerais encontrados em maiores
quantidades nas amostras de cinzas dos soros obtidos no processo de coagulacdo com

diferentes acidos e diferentes pH pela técnica MEV/EDS.
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Figura 18 - Principais minerais das cinzas dos soros obtidos no processo de coagulacéo
com diferentes acidos e diferentes pH (mM)*.
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*Resultados expressos em média.
Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Embora os valores médios de residuo mineral fixo (RMF) obtidos nas amostras
de soro ndo tenham apresentado diferengas estatisticas significativas entre si, foi possivel
observar diferencas estatisticamente significativas na distribuicdo especifica dos minerais
presentes nas cinzas dessas amostras. Ou seja, embora a quantidade total de minerais
tenha permanecido relativamente constante, a composicao qualitativa e quantitativa dos
elementos minerais individuais variou de forma relevante em funcdo tanto do tipo de
acido aplicado quanto do pH final de acidificacdo do leite.

No que diz respeito ao célcio, os valores médios encontrados nas cinzas dos soros
variaram de 23,00 mM nas amostras submetidas ao tratamento com &cido cloridrico em
pH 5,00, até 48,17 mM nas amostras tratadas com &cido sulfurico em pH 4,55. Essa
diferenca sugere uma maior liberacdo de calcio das micelas de caseina para a fase liquida
sob condi¢fes mais acidas e na presenca de acido sulfurico, que pode promover uma

desmineralizagdo mais intensa da matriz proteica.
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Em relacdo ao fdésforo, também foi observada uma ampla variacdo nos valores
meédios, que oscilaram entre 23,17 mM nas amostras tratadas com &cido cloridrico em pH
5,00 e 51,33 mM nas amostras tratadas com &cido sulfarico em pH 5,00. Esse
comportamento pode ser atribuido a dissociacdo de fosfatos coloidais sob influéncia de
diferentes acidos, o que resulta em niveis distintos de fosforo solvel nas cinzas do soro.

O sodio, por sua vez, apresentou valores médios bastante variaveis, indo de 15,50
mM nas amostras obtidas com &cido latico em pH 4,55 até 53,17 mM nas amostras
tratadas com o0 mesmo &cido e pH, o que pode sugerir inconsisténcias na origem do sodio.

Ja os valores médios de magnésio variaram de 20,00 mM nas amostras tratadas
com &cido cloridrico em pH 5,00 a 49,83 mM nas amostras tratadas com &cido sulfurico
em pH 4,55. Assim como o célcio, 0 magnésio também é um cétion bivalente que interage
com a estrutura micelar da caseina, e sua liberacdo para o soro pode ser intensificada em
condi¢des mais acidas e na presenca de acidos fortes, como o sulfurico.

De modo geral, as amostras de cinzas dos soros obtidas a partir do processo de
coagulacgdo do leite com acido sulfurico apresentaram concentracfes mais elevadas dos
principais minerais analisados quando comparadas com aquelas obtidas por meio da
acidificacdo com acido cloridrico ou acido latico. Esses resultados indicam que o acido
sulfarico possui maior capacidade de promover a liberacdo desses minerais para a fase
liquida durante a coagulacdo acida, possivelmente em razdo de sua maior forca idnica,
que contribui para a dissocia¢do dos minerais ligados a estrutura proteica. Essa diferenca
na distribuicdo mineral pode ter implicacdes tecnoldgicas e nutricionais importantes,
principalmente no aproveitamento do soro como subproduto e na formulagéo de produtos

lacteos com composicdo mineral especifica.
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6 CONCLUSAO

O processo de obtencdo da massa coalhada pela acidificacdo do leite frio
possibilita a automacdo da fabricagdo em uma operacdo continua para a fabricacdo de
Requeijao.

De acordo com os resultados apresentados, foi possivel verificar que o teor de
calcio i6nico no leite € influenciado pelo abaixamento do pH, sendo que os acidos
cloridrico e sulfdrico proporcionam uma maior liberacdo de célcio da fase coloidal para
a fase soltvel.

O pH de acidificacdo do leite influenciou no tempo e temperatura de inicio de
coagulagdo. Quanto menor o pH, mais rapido e em menor temperatura o leite comeca a
coagular.

As fabricacdes com &cidos sulfarico e cloridrico em pH 4,55 tiveram um maior
rendimento ajustado em kg de massa/100 kg de leite. Entretanto a acidificacdo com acido
sulfarico proporcionou maiores perdas na producao.

O pH de acidificacao do leite influenciou no pH, na umidade e nas caracteristicas
fisicas das massas coalhadas. As massas coalhadas dos tratamentos pH 4,55 com acido
cloridrico e &cido sulfurico apresentaram umidade mais alta e uma maior recuperagdo dos
constituintes solidos do leite para a massa.

Os soros obtidos nos tratamentos com &cido cloridrico apresentaram maiores
valores de célcio i6nico e calcio ibnico em pH 4,00.

O pH de acidificacdo do leite influenciou no pH e nas caracteristicas fisicas dos
soros. Os soros com valores menores de pH, apresentaram-se menos opacos, mais
esverdeados e transldcidos, tendo relacdo com o tamanho das particulas das amostras.

O pH e &cido utilizado na acidificacdo do leite ndo influenciou nas concentracdes
de B-Lactoglobulina, entretanto, no pH 4,55 com &cido cloridrico os valores de a-
Lactoalbumina foram menores, podendo inferir que ocorreu uma maior associagdo dessa
proteina com as caseinas da massa coalhada.

Na caracterizacdo mineral das amostras de cinzas das massas coalhadas, houve
diferenca estatistica significativa entre as amostras. Com excecao do sédio que ndo seguiu
a mesma tendéncia, os valores de calcio fosforo e magnésio foram menores no pH 4,55

nos trés acidos utilizados.
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O pH de acidificacao do leite influenciou na distribuicdo mineral das amostras de
cinzas dos soros. As amostras obtidas pelo processo de acidificacdo do leite com &cido
sulfdrico apresentaram maiores valores de célcio, fosforo e magnésio.

Sendo assim, a producdo de massa coalhada utilizando acido cloridrico para
abaixamento do pH até 4,55, proporcionou maior liberacdo de calcio da fase coloidal para
a fase soluvel, inicio da coagulagcdo mais rapido, maiores rendimentos e aproveitamento
dos constituintes do leite na massa coalhada com menos perdas de processo, maior
liberacdo de calcio no soro, fazendo com que a massa coalhada fique com menos calcio
e consequentemente melhorando o processo de fusdo e um maior aproveitamento das

proteinas do soro na massa coalhada.
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