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RESUMO

O queijo Reino é um alimento tradicional consumido no Brasil e principalmente na regido
Nordeste. O objetivo desta tese foi utilizar a pesquisa de mercado e a anélise sensorial como
ferramentas para compreender os desejos dos consumidores de queijo Reino comerciais e
assim realizar mudancas, como reducdo de gordura e de sodio, na sua formulacdo que
proporcionem a manutencdo ou melhoria das caracteristicas tecnoldgicas, nutricionais,
microbioldgicas e sensoriais do produto final, visando a promog¢éo do seu consumo pela oferta
de um produto mais saudavel. Para tanto, foi realizada uma pesquisa de mercado com 400
consumidores. Cerca de 50% dos consumidores idosos desejam a reducdo no teor de sodio
(17,22%) e gordura (17,61%) do queijo e 0s jovens gostariam que 0 sabor se tornasse mais
suave (10,20%). As seis marcas do queijo Reino mais citadas pelos consumidores foram
analisadas quanto as caracteristicas fisico-quimicas, quimicas e tecnolégicas como umidade e
extrato seco total, gordura, proteina, cinzas, gordura em extrato seco, atividade de agua,
acidez titulavel, pH, acucares redutores, soédio, potassio, cloro, calcio, proteolise, cor
instrumental e &cidos graxos. Observou-se variagdes (p < 0,05) nas caracteristicas fisico-
quimicas das seis marcas comerciais do Reino: umidade (31,72% a 37,76% m/m), gordura (30
a 36% m/m), pH (5,45 a 5,76), célcio (2389,18 a 2757,42 mg/100 g), potassio (100,72 a
145,84 mg/100 @), cor instrumental nos parametros L*(52,03 a 71,90), a* (6,72 a 16,25) e
b*(24,54 a 48,13), protedlise com indice de extensdo (15,30 a 23,89) e profundidade (6,15 e
20,27) e é&cidos graxos com indice de aterogenicidade (2,29 a 4,51) e indice de
trombogenicidade (1,19 a 2,90). As caracteristicas das amostras mais aceitas serviram como
base para obtencdo de uma formulacdo que atenda os anseios dos consumidores. Neste
sentido, foram elaboradas formulagdes com reducéo do teor de gordura e substituicdo parcial
de NaCl por KCI, empregando-se um delineamento inteiramente ao acaso, em esquema
fatorial (2 x 2 + 1), totalizando 5 ensaios. A maior reducéo no percentual de gordura do leite
para 1,1% e a menor proporc¢do de NaCl (12: 8 NaCl: KCI) influenciaram os resultados de pH,
gordura no extrato seco, proteina, indice de extensdo da protedlise, teor de sddio, teor de
NaCl, parametros de cor relativa a luminosidade, pardmetros de textura como a adesividade,
mastigacdo, gomosidade e acidos graxos monoinsaturados. A reducdo do percentual de
gordura no leite para 2,2% combinada com a substituicdo do NaCl pelo KCI (13,5: 6,5)
representou a formulacdo com a melhor qualidade nutricional e sensorial. A reducdo de sédio
em salmoura resultou na variacdo desse mineral nas diferentes formulagdes do queijo que
representou uma reducao de 32,72% a 45,38% enquanto a reducdo na gordura do leite nas
proporcdes testadas resultou em reducdes nos teores de gordura dos queijos que variaram de
3,90% a 59,74%, todas em relacdo ao queijo Reino comercial. O queijo Reino com reducdo de
gordura e sodio apresentou bons resultados sensoriais, maior saudabilidade e, portanto,
viabilidade para comercializacdo. O queijo desenvolvido foi registrado através da patente de
processo para queijo Reino com reducédo de gordura e sodio — BR 10 2018 073532 2.

Palavras-chave: baixa gordura, baixo sédio, light, estudo de mercado, queijo maturado.



ABSTRACT

Reino cheese is a traditional food consumed in Brazil and especially in the Northeast. The
purpose of this thesis was to use market research and sensory analysis as tools to understand
the wishes of commercial Reino cheese consumers and thus make changes, such as fat and
sodium reduction, in their formulation that maintain or improve the characteristics.
technological, nutritional, microbiological and sensory aspects of the final product, aiming to
promote its consumption by offering a healthier product. To this end, a market survey was
conducted with 400 consumers. About 50% of elderly participants inverviewed want a
reduction in sodium content (17.22%) and fat in cheese (17.61%) and young people would
like the flavor to be milder (10.20%). The six most cited Reino cheese brands by consumers
were analyzed for their physicochemical, chemical and technological characteristics such as
moisture and total dry extract, fat, protein, ashes, fat in the dry extract, water activity,
titratable acidity, pH, reducing sugars, sodium, potassium, chlorine, calcium, proteolysis,
instrumental color and fatty acid profile. Significant variations (p < 0.05) were observed in the
physical and chemical characteristics of the six Reino brands: Moisture (31.72% to 37.76% w
/ w), Fat (30 to 36% w / w), pH (5.45 to 5.76), Calcium (2389.18 to 2757.42 mg) / 100 g),
Potassium (100.72 to 145.84 mg / 100 g), instrumental color in the parameters L * (52.03 to
71.90), a * (6.72 to 16.25) and b * ( 24.54 to 48.13), proteolysis extension index (15.30 to
23.89) and depth (6.15 and 20.27) and fatty acids with atherogenicity index (2.29 to 4.51) and
thrombogenicity index (1.19 to 2.90). The characteristics of the most accepted samples served
as the basis for obtaining a formulation that meets the wishes of consumers. In this sense,
formulations were created with fat content reduction and partial replacement of NaCl by KCl,
using a completely randomized design, in a factorial scheme (2 x 2 + 1), totaling 5 treatments.
The largest reduction in milk fat percentage to 1.1% and the lowest NaCl ratio (12: 8 NaCl:
KCI) influenced pH, fat in the dry extract, protein, proteolysis extension index, sodium
content, NaCl content, luminosity color parameters, texture parameters such as adhesiveness,
chewiness, gumminess and monounsaturated fatty acids. The reduction in milk fat percentage
to 2.2% combined with the replacement of NaCl by KCI (13.5: 6.5) represented the
formulation with the best nutritional and sensory quality. The reduction in sodium in brine
resulted in the variation of this mineral in cheese from 32.72% to 45.38% and the reduction in
milk fat ranged from 3.90% to 59.74% compared to commercial Reino cheese in all
formulations. Reino cheese with fat and sodium reduction showed good sensory results,
greater healthiness and, therefore, viability for commercialization. The cheese developed was
registered through the process patent for Reino cheese with fat and sodium reduction - BR 10
2018 073532 2.

Keywords: low fat, low sodium, light, market research, ripened cheese.
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1 INTRODUCAO

O agronegdcio leiteiro desempenha papel importante no cenario econémico e social do
Brasil e de outros paises, pois gera emprego e renda (BRASIL, 2018a), ocupando a segunda
posicdo em faturamento da inddstria no pais em 2018 (ABIA, 2018). Os queijos se
destacamdentre os derivados lacteos por serem reconhecidos como fontes de célcio, fésforo,
proteinas e vitamina A (JOHNSON et al., 2009). Partindo de uma gama limitada de matérias-
primas (leite, culturas iniciais, coagulante, coalho ou acido e sal), cerca de 1500 tipos de
queijo séo produzidos no mundo (GOBBETTI; NEVIANI; FOX, 2018). O consumo de queijo
no Brasil foi 5,4 kg por pessoa em 2018, mas had uma projecdo no aumento do consumo para
9,6 kg por pessoa em 2030 (ABIQ, 2017).

Além da rica composicdo nutricional e variedade, os queijos contém elevado teor de
gordura saturada proprio da matéria-prima, sdo alimentos com alta densidade energética
(devido a perda de agua durante o preparo) e elevada quantidade de sal, adicionada no
processo de salga, por isso € indicado o consumo moderado (BRASIL, 2014b). Dentre o0s
queijos com elevado teor de gordura e sodio, encontra-se 0 queijo Reino, que teve sua origem
do Edam holandés trazido inicialmente ao Brasil por meio do Reino de Portugal, pais do qual
era importada grande parte do queijo que se consumia no Brasil e de onde origina-se a
expressao “do Reino” (FURTADO, 2008).

O queijo Reino é um alimento tradicional e muito apreciado no Nordeste do Brasil,
principalmente nas festividades juninas e natalinas (AMARANTE, 2015). O Reino possui
teor de gordura em extrato seco que varia de 40% a 59,9% e teor de s6dio médio de 819,00
mg/100 g (FURTADO, 2008, TAVEIRA, 2013; BRASIL, 2011a). Concentragdes elevadas
destes componentes contribuem para o prazer alimentar devido as suas propriedades
sensoriais e intensificacdo das propriedades do proprio alimento; no entanto, diminuem as
possibilidades de estimulo de seu consumo ao se considerar que a ingestdo de sodio e de
gordura em excesso estd associada ao desenvolvimento de doencas cronicas, obesidade e
morte stbita (LAMPURE et al., 2019).

Nesse contexto, as estratégias do Ministério da Saide em cooperagdo com a Associacao
Brasileira das Indudstrias da Alimentacdo (ABIA) séo voltadas a reduzir de forma gradativa os
teores de varios nutrientes nos alimentos, processados, tais como, gorduras trans, gorduras
saturadas e sal, para evitar o incremento dos gastos com assisténcia a saude (BRASIL, 2010;
2011; 2018ab; FERRAO et al., 2016).

Em conjunto, o queijo Reino apresenta uma grande importancia sociocultural no
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mercado brasileiro, mas também apresenta a necessidade de modificacBes para atender a
legislacdo vigente e aos anseios dos consumidores por alimentos saudaveis, bem como para o
aumento do seu consumo que atualmente encontrasse limitado a algumas épocas do ano por
uma questéo cultural.

Sendo assim, e faz necessario inovar no seu processamento e buscar novos ingredientes
para reduzir os teores de gordura e de sddio, sem interferir na formacdo de compostos
aromaticos, incluindo &cidos graxos, cetonas e ésteres, bem como na sinérese, na
multiplicacdo microbiana e na atividade enzimatica, para ndo alterar o sabor e a textura
caracteristicos do queijo (ALEWIIN; SLIWINSKI; WOUTERS, 2003; CRUZ et al., 2011) o
que é um desafio para industria de alimentos.

A aplicacdo de pesquisas de mercado com intuito de compreender essas transformacoes
para planejar e/ou fabricar produtos que atendam expectativas mercadoldgicas é permanente
(FERRELL; HARTLINE, 2006). Caracteristicas de identidade do queijo Reino podem ser
tecnologicamente e sensorialmente modificadas e a pesquisa de mercado associada a analise
sensorial detalha a intensidade dos atributos sensoriais do produto, podendo ser usada para o
desenvolvimento de novos produtos, para investigar os efeitos de ingredientes ou para
identificar processos de mudancas sensoriais durante o armazenamento, sendo também
importante para tomada de decisdes de negécios (DRAKE, 2007; VARELA et al., 2012).

Portanto, objetivou-se utilizar a pesquisa de mercado e a analise sensorial como
ferramentas para compreender os desejos dos consumidores de queijo Reino comerciais e
assim realizar mudancas, como reducdo de gordura e de sodio, na sua formulacdo que
proporcionem a manutencdo ou melhoria das caracteristicas tecnoldgicas, nutricionais,
microbioldgicas e sensoriais do produto final, visando a promog¢éo do seu consumo pela oferta

de um produto mais saudavel.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 LEGISLACAO BRASILEIRA, LEITE E QUENJO

O leite é uma mistura de véarias substancias, em média o leite de vaca possui 87% de
agua e 13% de componentes solidos (SMIT et al., 2000). O consumo diério de 500 mL de
leite fornece importantes nutrientes, como aminoacidos essenciais, agucares, vitaminas,
minerais e acidos graxos (HAUG; HISTMARK; HARSTAD, 2007). A composicdo do leite
depende varios fatores, como racga, localidade, estacdo do ano, alimentacdo, estagio de
lactacdo, frequéncia da ordenha, condi¢des climaticas, programas de melhoramento genético e
fatores socioecondmicos que interferem nos parametros indicativos de produtividade,

principalmente nos teores de proteina e de gordura (CERVO et al, 2018).

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA), leite, sem
outra especificagdo, é o produto oriundo da ordenha completa e ininterrupta, em
condicBes de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas. O leite de
outros animais deve denominar-se segundo a espécie de que proceda. O leite
pasteurizado tipo A é o leite classificado quanto ao teor de gordura em integral,
padronizado, semidesnatado ou desnatado, produzido, beneficiado e envasado em
estabelecimento denominado ‘Granja Leiteira’, observadas as prescri¢cdes contidas
no Regulamento Técnico (BRASIL, 2011, p.2).

Cerca de 80% das proteinas do leite sdo caseinas, divididas em quatro grandes grupos:
a g-caseina, (11,90 g/L), a ¢ (3,10 g/L), B-caseina (9,80 g/L) e k-caseina (3,50 g/L), estas
proteinas coagulam na presenca de enzimas ou acidos. As proteinas do soro correspondem a
cerca de 20% das proteinas presentes no leite, incluindo PB-lactoglobulinas (3,20 g/L), a-
lactalbuminas séricas (1,20 g/L), proteases peptona (1,0 g/L) e imunoglobulinas (0,80 g/L)
(SANCHEZ, 2015; VERCESI FILHO, 2011).

O leite contém de 3-4% de gordura, responsavel por conferir caracteristicas fisicas,
nutricionais e sensoriais ao produto alimenticio (HILLBRICK; AUGUSTIN, 2002). Os
componentes lipidicos desempenham importantes funcbes na estrutura das membranas
celulares e nos processos metabdlicos, mas os &cidos graxos saturados de cadeia média
(miristico, palmitico, estearico e acidos graxos trans) predominam na gordura do leite bovino
podem ser responsaveis pelo aumento da incidéncia de doenca arterial coronariana
(LENIGHAN; MCNULTY; ROCHE, 2019). Os acidos graxos insaturados com cadeia de 18
carbonos (&cido linoleico conjugado - CLA) podem prevenir doengas cancerigenas,
aterosclerose, diabetes e obesidade em modelos animais. Mais estudos sdo necessarios para
validar sua eficacia em humanos a medida que a importancia do CLA aumenta (DEN
HARTIGH, 2019).
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Na tentativa de tornar o produto mais saudavel através do aumento do teor de &cidos
graxos poli-insaturados, como o linoleico (n-6) e o alfa-linolénico (n-3), importantes acidos
graxos essenciais, e 0 CLA, suplementacdo da racdo dos ruminantes tem ocorrido para
melhorar o perfil lipidico, mas este procedimento € complexo devido ao sistema poli gastrico
dos ruminantes (BERGAMO, 2013).

Muitas pesquisas tém sido desenvolvidas com objetivo de reduzir ou melhorar &cidos
graxos prejudiciais a saude, preservando a qualidade tecnoldgica e sensorial do alimento ou
bebida. Para isso, recorrem a substituicdo total ou parcial de gordura, o que pode causar
alteracBes na textura e/ou sabor do produto alimenticio. No entanto, a substituicdo parcial da
gordura em termos de aceitacdo pelo consumidor é geralmente uma melhor op¢do (LANNES;
AMARAL, 2015; HECK et al., 2019; EL-ASSAR et al. 2019).

A lactose € o principal agucar encontrado no leite e € composto de glicose e galactose.
O leite bovino contém cerca de 5% de lactose, 0 que corresponde a cerca de 40% dos sélidos
totais (COSTA et al. 2019; FOX et al. 2015).

De acordo com a Instrucédo Normativa n° 76, de 26 de novembro de 2018, os requisitos
fisico-quimicos do leite pasteurizado integral sdo: minimo de 3,0 g/100 g de gordura;
densidade de 1,028 a 1,034 a 15 °C; a acidez titulavel de 0,14 a 0,18 g/100 mL em &cido
latico; o indice crioscopico equivalente a -0,512 °C e a - 0,531 °C; e teor minimo de proteinas
igual a 2,9 g/100 g. O leite cru destinado a fabricacdo de leite tipo A e seus derivados deve
apresentar médias geométricas trimestrais de Contagem Padrdo em Placas de no maximo
10.000 UFC/mL e de Contagem de Células Somaticas de no maximo 400.000 CS/mL,
enquanto o leite cru refrigerado de tanque individual ou de uso comunitario deve apresentar
médias geométricas trimestrais de Contagem Padrdo em Placas de no méximo 300.000
UFC/mL e de Contagem de Células Somaticas de no maximo 500.000 CS/mL (BRASIL,
2018c).

A producdo mundial de leite em 2017 foi cerca de 825 milhdes, sendo 82% de leite
bovino. No mesmo ano, os maiores produtores continentais de leite bovino foram Estados
Unidos, India e Brasil (Quadro 1). O Brasil ocupou o terceiro lugar entre os produtores de
leite bovino do mundo, com 33,5 milhdes de litros/ano (FAO, 2019). O sistema agroindustrial
de laticinios desempenha papel fundamental nos cenarios econdmico e social, principalmente
por sua capacidade de geracdo de emprego e renda, pois emprega mais de 2 milhdes de
pessoas no mundo (ZOCCAL, 2017).
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Quadro 1 - Maiores produtores mundiais de leite bovino em 2017.

Pais Producéo (Mil toneladas)
Estados Unidos da América 97,7
india 83,6
Brasil 33,5
Alemanha 32,6
Federacdo Russia 30,9
China 30,4
Franca 24,4
Nova Zelandia 21,4
Turquia 18,8
Paquistdo 16,1

Fonte: FAO (2019).

O potencial para a producdo de leite e a expansdo do mercado de lacteos no Brasil é
um dos principais fatores de boas oportunidades de negdcios e sua importancia no
desempenho econdmico no pais é incontestavel. O desenvolvimento da cadeia de producéao de
leite, € justificada pelo desenvolvimento econdémico do pais, melhoria no nivel de instrucéo,
capacidade pecuarista, aumento do nimero de vacas ordenhadas e capacidade produtiva de
animais brasileiros (RAMOS et al., 2016).

Das cem maiores empresas de leite do Brasil, 51% esta localizada na regido Sudeste,
31% na regido Sul, 11% no Centro-Oeste e 7% no Nordeste. Segundo pesquisa realizada
nessas empresas 0 maior desafio da atividade leiteira é a mdo de obra (14,2%), o custo de
producdo (13,1%) e a sanidade (8%) (MILK POINT, 2018). No territorio nacional encontra se
espalhadas cerca de 1.700 industrias de laticinios fiscalizadas, dentre essas 35% fica na regido
centro-sul de Minas Gerais (ZOCCAL, 2016).

A precificacdo do leite passa pela analise de véarios aspectos, como a composi¢ao
centesimal, que inclui o conteldo de gordura, proteina, lactose, extrato seco total e extrato
seco desengordurado; o componente higiénico-sanitario, que inclui a contagem de células
somaticas e contagem bacteriana total; e fatores ligados a area socioeconémica, cultural e
edafoclimatica (RAMOS et al., 2016; VARGAS et al., 2018).

Um dos produtos lacteos mais apreciados no Brasil é o queijo. Por isso, um em cada
trés litros de leite segue para a fabricacdo de queijo e, a partir de 2014, a producédo de queijos

superou 1 milhdo de toneladas. Segundo estimativas da Associacdo Brasileira das Industrias
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de Queijo (ABIQ), hd mais de 70 tipos de queijos de producdo nacional disponiveis aos
consumidores, e, incluindo os importados, a soma supera 200 op¢es no mercado (BRASIL,
2018a).

Dentre os queijos produzidos com selo de inspecdo em 2017, os campedes no volume
de vendas nacionais, com 65,1%, foram queijos considerados como grandes commodities, que
incluem o mugcarela, o prato e o requeijdo culinario; 27,7% foram as commodities
intermedidrias, formadas pelos queijos frescos, fundidos, cremosos, coalho, ralado; e 7,2% de
queijos especiais, como 0s que apresentam mofos brancos e azuis, suicos, duros e semiduros e

amarelos especiais (Figura 1).

Figura 1 - Divisdao em volume do mercado brasileiro de queijos em 2017.

m Grandes commodities

Commodities Intermediarias

® Queijos Especiais

Fonte: ABIQ (2019%).

A transformacdo do leite em queijo é complexa e diversificada, o que aumenta a
variedade de queijos no mundo (FOX et al., 2017).

Segundo 0 MAPA, queijo “¢ um produto lacteo fresco ou maturado que se obtém
por meio da separagdo parcial do soro em relacdo ao leite ou ao leite reconstituido-
integral, parcial ou totalmente desnatado- ou de soros lacteos, coagulados pela agéo
do coalho, de enzimas especificas, produzidas por micro-organismos especificos, de
acidos organicos, isolados ou combinados, todos de qualidade apta para uso
alimentar, com ou sem adicdo de substancias alimenticias, de especiarias, de
condimentos ou de aditivos” (BRASIL, 2017, p. 69).

A estrutura interna da micela de caseina é constituida principalmente por asl-, as2-, -

caseina e de nanoparticulas de fosfato de calcio coloidal, enquanto que a k-caseina esta

! Noticia fornecida pela Desk research ABIQ- 2019. Comunicado enviado pelo e-mail pessoal.
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localizada preferencialmente na superficie da micela, conforme representado na Figura 2
(DALGLEISH, 2011). As enzimas proteoliticas de micro-organismos iniciadores adicionados
ao leite reduzem lactose a acido latico, diminuem o pH de 6,7 para pH 5 a 6 para as diferentes
variedades de queijo, permitindo assim a coagulacdo (EVERETT; AUTY, 2008). Essa
acidificacdo desidrata as proteinas e reduz sua carga; as ligaces que mantém as micelas de
caseina juntas tornam-se mais fracas e escassas; as micelas de caseina se contraem e comegam
a se fundir; quando se tornam mais fortemente ligadas para formar uma densa matriz
(O’CONNELL et al., 2006).

Figura 2 - Representacdo da coagulacdo da proteina do leite.

Sobrenadante

pH 6,73 pH 4,59 /

Acidificacdo Centrifugacao

— =0
Desestabilizagio Coagulacio \

Proteina do leite Proteina do leite
Precipitado
Sobrenadante
f-lactoglobulina . L°®
micelas de 0 ®°a
3 9 o W X7
k.~ caseina o e
[ ] . . @
KC?, Centrifugagao
" J ﬁ . .
Ad " Precipitado
., ® Coagulagdo \ p ]
@ i»\\ >
é{ i

Proteina do leite Proteina do leite

Fonte: Chen et al., 2016 (adaptado).

A desestabilizacdo da micela de caseina é utilizada industrialmente para a producédo de
queijos e para o controle das propriedades nutricionais, sensoriais e de textura do produto
final (DE KRUIF et al., 2012). No entanto, para que um queijo tenha um bom rendimento é
necessario considerar a composicao do leite, variedade do produto elaborado, condi¢bes do
processamento, relacdo entre caseina e gordura e umidade final do produto (VAN BOEKEL,
1994).
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O processo de salga envolve a absor¢édo do sal pela massa e facilita a expulséo do soro
da mesma, resultando na reducdo da umidade, mudanca da textura, aumento da vida Gtil do
queijo, controle da atividade enzimatica, retardamento da multiplicacdo de bactérias e
conferindo sabor ao produto, além de ser um dos aditivos alimentares mais utilizados e mais
baratos existente no mercado (GUINEE, 2004; WACHOWSKA; ADAMCZAK, 2018).

A producdo e o consumo de leite e derivados no Brasil seguem as normas do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, que regula e inspeciona os padrdes de
identidade e qualidade sanitaria dos produtos de origem animal. Conforme o Regulamento
Técnico de Identidade e Qualidade de Queijos (RTIQQ) os queijos sdo classificados de
acordo com o teor de umidade (% m/m) e de gordura no extrato seco (% m/m), sendo
subdivididos em extragordo ou duplo creme (minimo de 60%); gordo (45% a 59,9%);
semigordo (25% a 44,9%); magro (10% a 24,9%) e desnatado (menos de 10%) (BRASIL,
1996).

A classificacdo dos queijos também pode ser feita de acordo com o conteudo de
umidade, em porcentagem, dos quais podem-se citar: queijo de baixa umidade, com umidade
de até 35,9%; queijos de média umidade (36,0 e 45,9%); queijos de alta umidade (46,0 e
54,9%); queijos de muita alta umidade, cuja umidade ndo seja inferior a 55,0% (BRASIL,
1996).

2.2 QUEIJO REINO: ORIGEM, DEFINICAO E LEGISLACAO BRASILEIRA

A histéria do queijo Reino comecou nos tempos do Brasil colonial. A familia real
portuguesa trazia o queijo Edam importado da Holanda, o qual apresentava cor clara e sabor
suave. O queijo era parafinado e acondicionado em latas metalicas (Figura 3- A e B) de folhas
de flandres, processo inexistente no mercado europeu, que mantinha o ambiente com baixa
concentracdo de oxigénio ao redor do produto, funcionando como barreira ao
desenvolvimento de mofos. Apds trés meses de viagem nos porbes dos navios, recebia o
termo “do reino” por ser um produto advindo de Portugal, além de apresentar mudangas na
caracteristica fisicas, quimicas e sensoriais (AMARANTE, 2015; FURTADO, 2007).

O queijo Reino passou a ser o primeiro queijo maturado a ser produzido
industrialmente na regido da Mantiqueira em Minas Gerais em 1888 (AMARANTE, 2015). O
pecuarista Carlos Pereira S& Fortes importou gado da raca Holandesa para a regido, comprou
maquinario alemdo e holandés e contratou os técnicos Jan Kingma, Jan Frerichs e J. Etienne

(FURTADO, 2008). A producdo inicial obteve grande aceitacdo e 0 consumo se popularizou
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também entre as classes mais abastadas na regido nordeste do pais. Como era um queijo raro,
passou a ser oferecido como presente para desejar prosperidade, uma tradicdo que se perpetua
até os dias atuais na regido (FREITAS, 2015).

O queijo Reino foi produzido por muito tempo em pequenas fabricas na regido da
Mantiqueira, que reunia condi¢fes geogréficas parecidas com a Europa, apesar do Estado de
Minas Gerais ter um consumo irrisorio do produto (AMARANTE, 2015). Atualmente, o
queijo é produzido em laticinios situados na regido Sudeste, estando cerca de 70% das
instalaces no Estado de Minas Gerais (AMARANTE, 2015; FREITAS, 2015). Pernambuco é
responsavel por 75% do consumo do queijo Reino no Brasil, seguido da Bahia, com 20% das
vendas que sdo intensificadas no periodo das festividades de S&o Jodo (JORNAL DO
COMMERCIO, 2017).

O maior consumo do queijo Reino na regido Nordeste se deve a invasdo e ocupacdo
holandesa na época colonial. Os descendentes dos europeus permaneceram na cidade e
incorporaram o queijo Reino ao seu cotidiano (AMARANTE, 2015).

Segundo Vitdria Barros, responsavel técnica da empresa Campo da Serra, um dos
poucos laticinios localizados no Nordeste do Brasil, informou que “o queijo Reino ¢ um
produto sazonal, cheio de simbologia, com uma fabricacdo complexa pois sdo necessarios em
média 14 litros de leite para producdo de 1 kg de queijo, tempo de maturacdo elevado,
necessitando de médo de obra e gasto energético para manter a temperatura ideal de maturagédo
durante longos periodos; depois os produtos finais ainda sdo pintados um por um, o que torna
o pre¢o ainda mais elevado” (NETV, 2017).

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento “queijo Reino ¢ um
produto que apresenta crosta fina, sem trincas, com pintura caracteristica na cor vermelha ou
résea, com formato esférico”. As caracteristicas sensoriais do queijo Reino sdo consisténcia
semi-dura a dura; textura compacta, fechada e eventualmente com pequenas olhaduras
mecanicas; cor homogénea, amarelada ou amarelo alaranjado; sabor proprio, levemente
picante a picante; e aroma pronunciado caracteristico. Para atingir esses aspectos 0 queijo
deve sofrer maturacdo por um periodo minimo de 35 dias (BRASIL, 2018b), conforme sugere
(Figura3-C,DeF).
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Figura 3 - Parte externa (A) e interna (B) da lata metalica com folhas de flandres utilizada
como embalagem para 0 queijo Reino, queijo Reino embalado a vacuo com embalagem
plastica termo-encolhiveis (cry-o-vac®) (C), parte externa (D) e interna (E) do queijo Reino
sem embalagem e parte interna do queijo Reino com presenca de pequenas olhaduras (F).

(A) (B) ©

()

Fonte: Acervo pessoal.

De acordo com o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade, o queijo Reino é
classificado como queijo gordo, de baixa a média umidade. E necessario controlar a
temperatura durante a maturacdo para que a mesma ndao seja superior a 20 °C quando se deseja
obter um produto com baixa umidade, enquanto que para obter um queijo de média umidade a
temperatura durante a maturagdo nao pode ser superior a 12 °C (BRASIL, 2018b).

O queijo Reino é considerado um alimento tradicional por apresentar os seguintes
aspectos: produto frequentemente consumido ao longo do tempo ou associado a celebracdes
ou temporadas; forte crenca sobre caracteristicas nutricionais e sensoriais que deve ser
transmitida de uma geracdo para outra; preparacdo e consumo especifico, de acordo com a
heranca gastrondmica e a associacdo a uma determinada area, regido ou pais (BONCINELLI
et al., 2016; GUERRERO et al. 2009).

Segundo Amarante (2015) e Furtado (2008) existem dois grupos de consumidores de
queijo Reino. Na regido Nordeste, onde cerca de 70% da producdo deste tipo de queijo é
destinada, encontram-se os apreciadores de queijo Reino com textura firme, sabor marcante e
salgado resultante da aplicacdo da tecnologia tradicional. Os consumidores da regido Sudeste
preferem um queijo menos maturado, com sabor mais suave, pouco salgado e mais macio. A

comercializa¢do estd concentrada nas cidades de S&o Paulo e Rio de Janeiro, em parte pela
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grande quantidade de imigrantes nordestinos residentes nessas cidades. E preferencialmente
consumido puro ou em sanduiches.

Alimentos tradicionais tém enfrentado novos desafios de mercado por diferentes
razdes (BONCINELLI et al., 2016), assim como o0 queijo Reino. A principal delas é a
adequacgdo aos anseios do consumidor que busca uma alimentagdo saudavel, o que tem
incentivado o melhoramento de processos e o desenvolvimento de novos ingredientes e
produtos na industria de alimentos (BIGLIARDI; GALATI, 2013; VAGULA et al., 2017).

Uma caracteristica tradicional do queijo Reino é ter sua embalagem em latas esféricas,
hermeticamente fechadas. As marcas de queijo Reino mais tradicionais do mercado ainda séo
comercializadas nessas embalagens, um diferencial desse tipo de produto, agregando valor e
protegendo-o dos impactos mecanicos do transporte (FURTADO, 2007; 2008).

A embalagem tradicional do queijo Reino pode apresentar de 1,8 a 2 kg (BRASIL,
2006), mas algumas empresas buscam associar 0s anseios dos consumidores as suas proprias
necessidade e utilizam embalagens diferentes da tradicional. Assim, para garantir um bom
faturamento, algumas empresas, criaram alguns tipos de embalagem como: “meia lata”, latas
redondas e cilindricas com tamanho menor e reaproveitaveis, oferecendo, assim, quantidade
menor do produto e, consequentemente, um preco também menor, mas mantendo o charme da
lata. Outra possibilidade de embalagem é encontrada na comercializa¢éo do produto fatiado e
embalado a vicuo (AMARANTE, 2015).

2.3 PROCESSAMENTO DO QUEIJO REINO

De acordo com a instrucdo normativa n° 48, de 29 de outubro 2018, os ingredientes
obrigatorios para fabricagdo do queijo Reino incluem leite ou leite reconstituido, isolado ou
em combinagdo, padronizado ou ndo em seu teor de gordura, proteina ou ambos; cultivo de
bactérias laticas; coalho ou outras enzimas coagulantes, e cloreto de sodio. O leite em po,
creme de leite, creme de soro, manteiga, gordura anidra de leite, butter oil, concentrado de
proteina de leite, concentrado de proteina de soro de leite, caseina, cloreto de calcio,
substitutos de cloreto de sodio e condimento, especiarias, produtos de frutas, cereais e
legumes, sdo ingredientes opcionais. A cor externa é dada exclusivamente pela fucsina
(BRASIL, 2018b).

O processamento tradicional das formulagbes do queijo Reino foi adaptado de
Amarante (2015), Furtado (2008), Taveira (2013) e Taveira et al. (2015) (Figura 4).
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Figura 4 - Tecnologia bésica de fabricacdo do queijo Reino tradicional.
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Pasteurizagao

Leite pasteurizado e padronizado (3,0 - 3,4)

Cultutas —————— >
Corante~~_ _ Leite cultivado (30 min)
Cloreto de calcio————==>
Coagulante =~ —~~~  Formagao da coalhada
Conservante ™~

Quebra da coalhada (grao n° 3 ou 4)
1° mexedura lenta (15 - 20 min)
Semi-cozimento
Dessoragem parcial
2° mexedura rapida
Dessoragem total
Pré-prensagem (20 min)
Enformagem
Prensagem
Salga em salmoura (48 - 72 h)
Secigem
v
Tratamento da casca (agua quente 60 - 70 °C)
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Fonte: Adaptados de Amarante (2015), Furtado (2008), Taveira (2013) e Taveira et al. (2015).

Originalmente, era empregado o leite bovino cru e integral para fabricacdo do queijo
Reino, atualmente, o leite é pasteurizado (71-73 °C/ 15-17 segundos), em pasteurizadores de
placas. O leite continua sendo integral e com teores ndo padronizados de gordura nas fabricas
tradicionais, consequentemente, o0 queijo terd teores variados de gordura. As fabricas
adaptadas com novas tecnologias padronizam o leite para cerca de 3,0-3,4% m/v de gordura.
Quanto ao rendimento, por sua vez, geralmente sdo empregados de 10 a 11 litros de leite para

elaborar 1 kg de queijo Reino.
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Os ingredientes mais utilizados sdo o cloreto de calcio 50% (40-50 mL/100 L/leite),
caso o leite tenha sido pasteurizado, para melhorar a coagulagéo, os conservantes nitratos de
sodio e de potéssio ou sua associacdo, podem ser utilizados, com maximo de 0,02% ou 0,005
g, sobre o quilo do queijo, usado para prevenir o estufamento dos queijos no produto final,
expresso em fon nitrito, conforme preconiza a Resolugdo CNS/MS n° 04, de novembro de
1988 (BRASIL, 1988), e o corante natural de urucum (5-30 mL/ 100 L/leite) para dar a eles
uma coloracdo mais intensa, mas a dose ira depender da sua concentracéo.

Os fermentos lacticos utilizados sdo geralmente compostos de fermento termofilico
Lactobacillus helveticus (na dose de 1,0 - 1,5% m/v) ou combinado com outros cultivos
tradicionais mesofilico, do tipo “O” (Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis
subsp. cremoris) ou fermento latico “LD” (Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus
lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis e Leuconostoc
mesenteroides subsp. cremoris). O uso de L. helveticus tende a tornar o queijo mais firme,
mais seco e de sabor mais acentuado ¢ o uso de cultivos “LD” favorece a formagdo de aroma
mais intenso e de olhaduras pequenas, lisas ou irregulares. Apds a adicdo do fermento ocorre
a incubacao por cerca de 30 minutos.

A coagulacéo acontece entre 32 - 34 °C, por 30 - 40 minutos, a quantidade da dose ¢ a
recomendada pelo fabricante do coalho. Sequencialmente é realizado o corte da coalhada,
sendo que o coagulo deve ser cortado com o auxilio de liras verticais e horizontais de forma
manual ou mecénica, em grdos n° 3 (queijo mais imido) ou grdos n° 4 (queijo mais seco e
firme), onde é possivel controlar o teor de umidade e textura do queijo. Depois do corte, a
massa deve permanecer em repouso por cinco minutos.

A primeira mexedora é realizada lentamente, por 15 - 20 minutos e, entdo, é feito a
dessoragem parcial ou retirada de 30 - 35% v/m do soro da massa. Nas fabricas tradicionais,
qgue produzem um queijo de sabor mais acentuado, a retirada de soro apOs a primeira
mexedura e a adicdo de agua para lavagem ou delactosagem, durante a segunda mexedura, é
menos intensa. Em contrapartida, as fabricas que produzem queijos mais suaves procedem a
uma delactosagem mais intensa.

Na etapa de semi-cozimento € adiciona-se 15 - 20% de &gua guente em temperatura
regulada de 75 - 80 °C, aos poucos, até que a massa atinja a temperatura de 45 °C, que facilita
a acdo do L. helveticus, esse aquecimento deve ser lento (20 minutos).

Realiza-se entdo a segunda mexedora, sob agitagdo constante e intensa, de forma a
evitar a formacdo de aglomerados e provocar maior sinérese, isto €, expulsdo do soro e podera

ser complementado com vapor indireto na camisa do tanque (espécie de serpentina lateral
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soldada encostada do tanque), portanto sem contato direto com a massa. O tempo de agitagéo
se prolonga até o ponto, verificado empiricamente, quando 0s grdos apresentam mais secos,
mais firmes, ¢ com “liga” adequada.

Na dessoragem total, quase todo soro € retirado. Em seguida, acontece a pré-
prensagem da massa, cuja finalidade é transformar os grdos em um bloco relativamente
homogéneo, deve ser feita no tanque de fabricacdo, com o auxilio das placas de pré-
prensagem de peso relativo ao dobro do peso da massa, por um periodo de 20 minutos em
presenca de soro.

A massa é entdo cortada em blocos e colocada em formas préprias para queijo Reino,
revestidas com dessoradores. Em algumas féabricas a utilizacdo de balanca para pesar a massa,
que deveriam pesar entre 1.500 e 1600 g.

Para a presagem final, os queijos passam inicialmente por prensas pneumaticas com
dessoradores por 10-15 minutos e, em seguida, sdo virados e presados por mais 10 - 15
minutos, sem dessoradores. Depois disso, ainda sdo prensados novamente até o dia seguinte,
passando no minimo 14 horas na prensa. No dia seguinte acontece a salga em salmoura, onde
0s queijos sdo retirados da prensa e colocados em uma solucdo de salmoura com cerca de
20% de sal ou 20 °Baumé, a uma temperatura de 10 - 12 °C. Eles permanecem na salmoura de
48 - 72 horas. No processo tradicional, a salmoura encontra-se em temperatura ambiente.

Apos o periodo de salga, 0s queijos seguem para a etapa de secagem, por um periodo
de 24 horas, para que nao levem consigo a umidade da salmoura para a cdmara de
refrigeracdo. Algumas industrias fazem o tratamento da casca com banho de agua quente (60 -
70 °C) nos queijos, apds a secagem, para tanto, os queijos sdo submersos em uma solucéo
alcalina de 3 a 5% de 6xido de célcio (cal), a temperatura ambiente e depois séo lavados com
agua quente, este processo faz com que a casca do queijo se torne mais uniforme e lisa. Com
isso, evita ou diminui a incidéncia de fungos na casca.

O processo de maturacdo varia em funcdo da tecnologia de fabricacdo adotada para
elaborar o queijo. Tradicionalmente, o queijo € maturado por 40 dias. No entanto, atualmente,
0 periodo de maturagdo vem sendo reduzido para que haja menor desidratacdo e
contaminacgédo da casca do mesmo. O processo de maturagdo varia muito, tradicionalmente o
queijo Reino é maturado por 60 dias, sem embalagem, a temperatura ambiente (18 a 20 °C),
0s queijos sdo virados diariamente. Nestas condig¢des, 0s queijos sofrem consideravel
desidratacdo e formam uma casca relativamente espessa, perdendo bastante massa. H4 um
grande desenvolvimento de fungos filamentosos na casca, 0s queijos sdo lavados no meio do

processo e raspados ao final do periodo. Nas fabricas ndo tradicionais, 0s queijos séo
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maturados por um periodo mais curto, muitas das vezes sdo maturados ja tingidos e
embalados.

Os queijos tradicionais maturam por longo tempo, formando uma casca relativamente
espessa. Antes de ser lavada e pintada, a casca € rapada para tirar todo o mofo. Os queijos sdo
inteiramente pintados, a casca é raspada para tirar todo o mofo. Os queijos sdo inteiramente
pintados com uma mistura de solucéo de cristais de magenta, solu¢cdo amoniacal de carmim e
solucéo de tornassol ou fucsina.

Finalmente, ocorre a embalagem dos queijos. Tradicionalmente, 0s queijos séo
embalados inteiros, em latas esféricas de folhas de flandres vermelhas. Os queijos néo
destinados a esse tipo de embalagem séo envasados em filme plastico a vacuo, em pegas
inteiras ou fatiados. Na maioria das vezes os queijos sdo vendidos a temperatura ambiente, as

latas tém também finalidade de protecéo.

2.4 REDUCAO DE GORDURA E SODIO: TENDENCIA NO MERCADO DE QUEIJOS

A area de laticinios € a que mais inova com produtos diferenciados para
comercializacdo e tem papel de destaque na inddstria de alimentos. O desenvolvimento de
produtos orientados para o0 mercado é considerado como um dos principais fatores de sucesso
na comercializacdo de alimentos e pode diminuir a alta taxa de insucesso de novos produtos
(ANTONIALLI et al. 2018; GRUNERT; VAN TRIJP, 2014; OGAWA; PILLER, 2006).

Os consumidores, em geral, estdo buscando alimentos mais saudaveis devido a maior
compreensdo dos aspectos ligados a saude e a dieta. Uma tendéncia no mercado de alimentos
processados é a auséncia ou reducdo de ingredientes como, por exemplo, a diminuicdo do teor
de sodio e de gordura (JANUSZEWSKA et al., 2012; LOPEZ-LOPEZ et al., 2010;
PIERNAS; NG; POPKIN, 2013).

O aumento da quantidade de sodio na dieta acima do limite recomendado causa a
elevacdo da pressdo arterial e tem sido associado a problemas de salude com adversos
resultados. Estimou-se na década de 1990 que a reducdo do consumo médio diério de sal em
100 mmol/dia ou 5,85 g de NaCl/dia, que beneficiaria a populacao, reduzindo a incidéncia de
Acidente Vascular Cerebral em 39% e doencas coronarianas em 30%, resultando em medidas
preventivas simples e econdmicas (LAW; FROST; WALD, 1991).

No Brasil, a ingestdo de cloreto de sédio é estimada em cerca de 12 g por dia, valor
bem acima dos valores recomendados pela Organizacdo Mundial da Saude (5 g de NaCl ou 2
g de sadio por dia) (NILSON; JAIME; RESENDE, 2012). Uma das alternativas para reduzir o
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teor de sddio em alimentos, como queijos maturados é substituir parte do NaCl por KCl, pois,
estudos comprovam que é possivel obter um produto com alta aceitagdo do consumidor
mantendo sua qualidade (GRUMMER et al., 2012; 2013).

Um dos componentes mais importantes dos alimentos que mais preocupam a saude do
consumidor é o perfil de &cidos graxos dos alimentos, que inclui &cidos graxos de cadeia
curta, intermediaria e longa (MATERA et al. 2018). Alguns &cidos graxos saturados (SFAS)
como acido laurico (C12:0), miristico (C14:0) e palmitico (C16:0) podem ser responsaveis
pelo aumento da concentracdo plasmatica de gordura que tem um claro impacto no aumento
da incidéncia de doencas coronarianas (WILLIAMS, 2000). J& os &cidos graxos
monoinsaturados e polinsaturados tém efeito hipocolesterolémico no corpo, devido redugédo
de colesterol no sangue, por isso, devem ser considerados quando se avaliam os perfis
lipidicos do alimento (RODRIGUEZ-ALCALA et al. 2013).

O aumento da ingestdo de gordura trans (> 1% da ingestdo total de energia) esta
associado com o incremento do risco de mortalidade e eventos de doenca cardiaca coronéria.
A ingestdo de gorduras trans é responsavel por mais de 500 mil mortes por doenca cardiaca
coronéria a cada ano em todo o mundo. Assim, foi desenvolvido o “REPLACE” como um
plano com seis etapas de ages que visam a eliminacdo global de gordura trans produzida
industrialmente nos alimentos. Estando incluido a revisdo de fontes alimentares com gordura
trans produzidos industrialmente e avaliar o panorama para as mudangas politicas necessarias;
promover a substituicdo de gorduras trans produzidas industrialmente por gorduras e 6leos
mais saudaveis; legislar ou promulgar acbes regulatérias para eliminar gorduras trans
produzidas industrialmente; avaliar e monitorar o teor de gorduras trans no suprimento de
alimentos e as mudangcas no consumo de gordura trans da populagdo; conscientizar 0s
formuladores de politicas, os produtores, os fornecedores e o publico sobre o impacto
negativo das gorduras trans na salde; e estimular a conformidade de politicas e regulamentos
(WHO, 2018).

O alimento tradicional também estd enfrentando este desafio no mercado, pois 0
conhecimento sobre a informacgdo nutricional motiva a incorporacdo de nutrientes nas
escolhas alimentares, a fim de promover metas de salde e bem-estar alimentar, o que pode
interferir na forma de processamento de um alimento tradicional para atender o consumidor
que deseja um alimento nutricionalmente balanceado, o que pode resultar na
descaracterizacdo do produto (BLOCK et al., 2011; BONCINELLI et al., 2016;
DIAMANTINO; PENNA, 2011; VIDGEN; GALLEGOS, 2014). A reducdo de gordura e

sodio em queijos € um desafio para industria de alimentos, pois esses componentes geram
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grandes alteragdes nos aspectos fisico-quimicos e sensoriais, destoando da versdo integral do
produto.

Estudos sobre a intencdo de compra sdo cruciais para compreender as escolhas dos
consumidores e atingir o sucesso das vendas. Esta técnica pode ser utilizada para a pesquisa
de mercado, que é o estudo comportamental do consumidor e leva em consideracdo as
caracteristicas individuais, sociais e culturais, aléem de influéncias situacionais que interferem
no momento da compra. Saber quem é o consumidor, qual sua posi¢édo na escala social, faixa
etaria, renda, entre outras informacdes pessoais € fundamental para compreender o estilo dos
consumidores e direcionar o produto para o nicho que se deseja atingir (GRUNERT et al.,
2014; CASTRO et al., 2006).

As pesquisas de mercado utilizam a opinido do consumidor mediante formulacdes de
perguntas, estruturadas ou semi-estruturadas, para sanar 0s problemas da empresa ou
simplesmente obter informacgdes sobre seu produto. Para isso podem utilizar um publico novo
ou ja formado, porque, através da pesquisa, a empresa identifica clientes em potencial. Ao
pesquisar, a empresa também pode atender melhor seus clientes e avaliar seus produtos e
servicos (MALHOTRA, 2001; RATTO; ALBERNAZ; PELTIER, 2004).

Segundo Hoppe et al. (2017), integrar as percepgdes do consumidor ao
desenvolvimento de produtos requer, em primeiro lugar, a coleta de informacbes dos
consumidores usando diferentes abordagens qualitativas e quantitativas e, em seguida,
transformar estas informacGes em conhecimento que € acionavel no desenvolvimento de
produtos. Os resultados sugerem que o comportamento inovador e atitudinal deve ser o foco
qguando se seleciona consumidores para participar das atividades de desenvolvimento de
novos produtos alimenticios.

Em revisédo de literatura, diversos estudos sdo encontrados com foco na diminuigéo
e/ou substituicdo de gordura e sodio na formulacdo de queijos, conforme disposto na Quadro
2.



Quadro 2- Pesquisas académicas em acervos nacionais e internacionais, realizadas com queijos com ajustes no teor de gordura e/ou sédio.
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Tipo

Objetivo

Resultado Autores

Feta

Investigar a reducdo do teor de sodio no queijo Feta
usando misturas de NaCl e KC1 no processo de
salga, sem afetar a qualidade, e determinar sua
composicdo  fisico-quimica, as propriedades

sensoriais e de texturas

Queijo de qualidade altamente aceitavel podem ser Katsiari et al. (1997)
produzidos utilizando uma mistura de NaCl e 3: 1 e 1: 1
(p/p) KCI em vez de NaCl. Estes queijos ndo diferiram
significativamente (p > 0,05) do queijo controle qualquer
respeito, mas continha cerca de 25 e 50% menor sodio,

respectivamente

Requeijdo

Otimizar a formulagéo de requeijdo sem adigédo de
gordura e com teor reduzido de sédio utilizando a
combinagdo de sais fundentes Joha S9 (a base de
fosfatos de so6dio) e Joha SK75

Com a utilizacdo da mistura de sais fundentes Joha SK 75 Van Dender et al. (2012)

e Joha S9 é possivel obter queijo Requeijdo cremoso

Cheddar

Utilizar misturas de NaCl com KCI, MgCl, ou
CaCl,, em diferentes concentracfes para analisar as

diferencas fisicas e sensoriais do queijo Cheddar

O uso de CaCl, e MgCl, para reduzir o sodio em queijo Grummer, et al. (2013)
tipo Cheddar resultou em diferencas de sabor em
comparagdo com o controle, e estes sabores (amargo,
metalico, terroso, sujo e ensaboado) nao seria desejavel
em queijo de alta qualidade. Queijo feito com NaCl +
KCI e NaCl + KCI modificado foram similares aos queijos
produzidos com NaCl na maioria dos aspectos. Isso indica
gue o KCI pode ser usado conseguir com sucesso grandes
reducdes de sodio quando substituindo uma por¢do do

NaCl no queijo Cheddar
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Edam
Gouda

e

Avaliar a aceitacdo sensorial do queijo com
diferentes teores de cloreto de sodio: padréo (queijo
P), reduzido em 15% (queijo P-15) e reduzido em
25%
diferencas de rotulagem nutricional na aceitacdo do

(queijo P-25). Awvaliar a influéncia de

consumidor e intencdo de compra

Embora ndo houvesse diferenca estatistica significativa na
aceitacdo global do queijo com diferentes niveis de
reducdo de cloreto de sédio, o queijo com cloreto de sodio
recebeu de

reduzido em 15% um pouco mais

classificagdes altas

Czarnacka-Szymani;
Jezewska-Zychowicz, (2015)

Mozzarella

Investigar os efeitos da reducdo simultanea de
gordura e sal, para 11% e 1,0%, respectivamente,
nas propriedades composicionais, bioquimicas e

funcionais queijo mozzarella

A reducdo de gordura e sédio em queijo Mozzarella,
resultou num produto com niveis mais altos de umidade e
proteina. A reducdo de sodio reduziu a firmeza e
mastigabilidade e aumentou a adesividade média do

queijo

Henneberry et al. (2015)

Minas

Frescal

Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e

sensoriais de queijo Minas padrdo com substitui¢do
parcial de NaCl por KCI e com reduzido teor de
helveticus e S.

gordura, adicionado de L.

thermophilus como cultura adjunta

A substituicdo do NaCl por KCI nédo influencia a
protedlise e ao nivel de 70% ndo interfere ou inibe as

culturas laticas

Santis, (2016)

Prato

Avaliar o efeito da substituicdo parcial de NaCl por
substitutos de sodio sobre as caracteristicas fisico-
quimicas, sensoriais, capacidade de fuséo e perfil

de textura do queijo Prato

A substituicdo parcial do NaCl pelo uso de substitutos de
s6dio (KCI, Sub4salt® e Salona™) nio interferem na
capacidade fisico-quimica, na capacidade de fusdo e no
Os

apresentaram escores de aceitacdo similares quando

perfil de textura dos queijos Prato. gueijos

comparados ao tratamento controle, tornando-os uma

Costa et al. (2018a)
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alternativa viavel para a inddstria de laticinios

Coalho

Avaliar o desempenho fisico-quimico, sensorial e
caracteristicas microbiolégicas, capacidade de
fusdo, perfil de &cidos graxos e perfil de textura de
queijo de coalho com teor reduzido de sodio
usando KCI como substituto do sal

A reducdo de sédio pela substituicdo de NaCl por KCI ndo
afetou significativamente a composicdo centesimal,
protedlise, fusdo capacidade, contagens microbianas,
textura e pH de queijo Coalho quando comparados
controle. Dez descritores realizaram teste sensorial e as
menores escores de aceitagdo foram observadas para 0s
niveis de substitui¢do superiores a 50% de NaCl. Portanto,
a substitui¢do parcial de até 50% de NaCl por KCI pode

ser uma alternativa adequada para este produto

Costa et al. (2018b)

Cheddar

Investigar o efeito da adicdo de alginato nas
caracteristicas fisicas como textura, cor e
microestrutura de Queijo Cheddar com baixo teor

de gordura e comparar com queijo controle

Os resultados indicaram que a redugdo de gordura no
queijo levou a um aumento em dureza, microestrutura
mais densa e pobre desenvolvimento de cor. Determinadas
concentragdes de alginato torna o queijo de baixo teor de

gordura foram mais macios, coeso e suave

Khanal et al. (2018)
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 LOCAL DE EXECUCAO

A pesquisa de mercado foi realizada em supermercados nas regides Leste, Norte,
Sul e Oeste da cidade de Jodo Pessoa, sendo 100 questionérios por regido e 50 por
bairro. A pesquisa de mercado permitiu escolher seis marcas comerciais de queijo Reino
mais lembradas pelo consumidor para analise sensorial que foi posteriormente realizada
com 120 consumidores, no Laboratério de Analise Sensorial do Departamento de
Tecnologia de Alimentos, situado no Campus |, da UFPB.

As etapas de elaboracdo e de caracterizacdo fisico-quimica e microbiolégica do
queijo Reino foram realizadas, respectivamente, no Laboratério de Processamento de
Carnes e Pescado, no Laboratério de Andlises Fisico-Quimicas e de Microbiologia,
pertencentes ao Centro de Tecnologia e Desenvolvimento Regional (CTDR), Campus I,
Unidade de Mangabeira, da Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

As andlises de perfil de acidos graxos e sensorial foram realizadas, pelo Nucleo
de Pesquisa e Extensdo de Combustiveis e de Materiais (NPE-LACOM) e no
Laboratdrio de Anéalise Sensorial do Departamento de Tecnologia de Alimentos, todos
situados na Cidade Universitaria, Campus I, da UFPB.

A analise de minerais do artigo | foi realizada no Laboratério de Analise
Mineral, localizado na Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), ja a do artigo
Il foi realizada no Departamento de Solos, na Universidade Federal de Vigcosa (UFV),
devido o equipamento danificado.

3.2 MATERIAL

O leite utilizado no processamento do queijo Reino foi adquirido em empresa do
setor de bovinocultura com distribuidora na cidade de Jo&o Pessoa/PB, sendo 172 L de
leite do mesmo lote, transportado em contéineres de polietileno de alta densidade e em
sequida refrigerados (temperatura de 8 £ 2 °C). O queijo Reino foi fabricado utilizando
culturas liofilizadas comerciais de Lactobacillus helveticus (LH-B02), culturas
mesofilicas homofermentativas tipo O (R-704) e culturas mesofilicas aromaticas (CHN-
22), além do corante de urucum e coagulante (CHY-MAX® Extra), ingredientes estes

gentilmente cedidos pela Chr. Hansen® (Chr. Hansen, Valinhos, Sdo Paulo, Brasil),
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cloreto de célcio liquido 40% foi adquirido na Rica nata Industria e Comércio LTDA e
natamicina da marca Sacco (Sacco Comércio, Importacdo e Exportacdo de Alimentos
LTDA, Campinas, Sdo Paulo, Brasil).

3.3 DESENHO EXPERIMENTAL

A pesquisa foi realizada em duas etapas (Figuras 5 e 6) inicialmente foi realizada
pesquisa de mercado e, mediante os resultados obtidos houve a realizagdo da anélise
sensorial, as anélises fisico-quimicas, protedlise, cor instrumental, perfil de minerais e
perfil de acidos graxos para caracterizacdo do produto comercial, dando origem ao
artigo I. A segunda etapa correspondeu ao processamento de formulagbes do queijo
Reino com reducéo de gordura e substituicdo parcial de NaCl por KCI, para atender os
anseios do consumidor e apds a maturacdo foi realizada a analise microbioldgica,
sensorial e as andlises fisico-quimicas para caracterizacdo do produto elaborado,

resultando no artigo 1.

Figura 5 - Desenho experimental da etapa I.

- Perfil dos consumidores, habitos alimentares e

i caracteristicas apreciadas no queijo
Pesquisa de — - Aplicado em supermercados
Mercado - 400 Questiondrios (Narins, 1997)
- Regides: Norte, Sul, Leste e Oeste

J - Participantes: 120 consumidores
Escala hedonica

- Teste de aceitagdo: aparéneia, cor, aroma, textura,
sabor e aspecto global- 9 pontos
Escala do ideal: sabor salgado - 9 pontos

- Intengéio de consumo- 5 pontos

- Pesquisa de mercado: Scis marcas de queijo
Reino
- Codigo: R1 e R2 (40 a 45 dias)
R3 ¢ R4 (60 a 65 dias)

R5 e R6 (80 a 85 dias) Dutcosky, 2013
Andlises Fisico-
Quimicas
Proteina Agiicares redutores Umidade Cinzas Gordura GES ¢ EST pH
Atividade de dgua Acidez tituldvel Cor Mincrais Proteolise Acidos graxos

|
v

Estatistica
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Figura 6 - Desenho experimental da etapa Il.

| -Fatorial 2x2+])

Delineamento | | - Gordura: 1,1% a 3,3% de gordura no leite
experimental - Salmoura do fatorial: 15:5 ¢ 12:8 de NaCl e KCI
- Salmoura- 80% dgua ¢ 20% sal
A

Processamento
- 40 dias —_—
- Queijo com baixa umidade (Brasil, 2001) Andlises B e .
- Coliformes totais ¢ termotolerantes, Staphylococcus Microbiologicas i ]iamupzmtc:.s.‘ 80 consumidores
coagulase-positiva e Salmonella sp. — - Escala hedor‘uca~ o
- APHA. 2001 ¢ - Teste de aceitagdo: aparéncia, cor, aroma, textura,

J — sabor ¢ aspecto global- 9 pontos

- Escala do ideal: intensidade da cor amarela, aroma
7] caracterfstico, sabor caracteristico, suculéncia, sabor
salgado e sabor amargo- 9 pontos

b - Intengdo de consumo- § pontos

1 Analises Fisico-
‘ quimica

Andlises Sensoriais

~ J

Dutcosky, 2013
- Andlises do artigo I ¢ Textura Instrumental

v

Estatistica

3.4 ETAPA |- MARCAS COMERCIAIS DE QUEIJO REINO

3.4.1 Pesquisa de Mercado

O trabalho com a pesquisa de mercado e a analise sensorial foi submetido e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal da Paraiba Certificado de Apresentacdo para Apreciacio Etica -
CAAE: n° 45191115.4.0000.5183; Protocolo: 106.027/2016), como reconhecido pela
Comisséo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), conforme Anexo A. Seguindo a
Resolugdo n° 466, de 12 de dezembro de 2012 e Resolugdo n° 510, de 7 de abril de
2016.

Por meio de uma pesquisa exploratoria, descritiva e fundamentada na analise
guantitativa foram aplicados 400 questionarios para o calculo da amostragem conforme

a metodologia apresentada por Narins (1997), para populagdes finitas, considerando
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populagdo aproximada da cidade de Jodo Pessoa, de 780.738 habitantes (BRASIL,
2014a).

As amostras foram coletadas igualmente em supermercados das regides Leste
(Manaira e Bessa), Norte (Torre e Jaguaribe), Sul (Bancérios e Mangabeira) e Oeste
(Cruz das Armas e Oitizeiro) da cidade de Jodo Pessoa, sendo aproximadamente 100
questionarios por regido e 50 por bairro.

Os dados foram coletados pela pesquisadora responsavel pela tese e por um
aluno voluntario da graduagdo, que foi treinado para realizar a entrevista. Foram
convidados para participar da pesquisa consumidores de queijo Reino, maiores de 18
anos. Os questionarios foram aplicados obtendo-se primeiramente o consentimento dos
consumidores (Apéndice A) que foram informados sobre a proposta e a abrangéncia dos
questionamentos. Foi assegurado o anonimato de cada participante, assim como, dos
estabelecimentos pesquisados, conduzindo o estudo de maneira ética e responsavel.

A populacdo entrevistada foi caracterizada através das questdes sobre género,
faixa etaria, grau de escolaridade, total de pessoas na residéncia e renda familiar. As
informagdes sobre héabitos de consumo incluem a frequéncia de consumo do queijo
Reino, periodo mais consumido, quais caracteristicas mais apreciadas, parametros
utilizados para a compra, entre outras perguntas de relevancia para a pesquisa, conforme
Apéndice B.

3.4.2 Andlise sensorial

A partir do estudo de mercado, seis marcas de queijo Reino foram identificadas
como as mais consumidas na cidade de Jodo Pessoa, Paraiba — Brasil. A partir desta
informacdo, seis pecas inteiras (aproximadamente 1,5 kg) de queijos Reino foram
adquiridas e coletadas do mesmo lote, e as amostras foram classificadas em trés grupos
de acordo com os dias de fabricagdo e identificadas utilizando-se os cddigos: R1 e R2
(40 a 45 dias), R3 e R4 (60 a 65 dias) e R5 e R6 (80 a 85 dias).

As amostras de queijo Reino comerciais foram preparadas pelo corte utilizando
um fatiador industrial (Braesi, modelo CFBA-030/1, Caxias do Sul, Rio Grande do Sul,
Brasil) a fim de obter fatias com, aproximadamente, 2 mm de espessura, que foram, a
seguir, cortadas no formato de tridngulo com um molde de ago inox, desprezando-se a
casca, e armazenadas sob temperatura de 5 = 1 °C até a realizacdo do teste. As fatias de

queijo foram colocadas em placas de Petri descartaveis previamente codificadas com
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trés digitos aleatdrios e a analise sensorial foi realizada em cabines individuais, com
iluminacdo controlada (branca) e temperatura de 25 + 1 °C. O queijo servido na anélise
foi acompanhado por agua e por bolacha de agua e sal. As amostras foram distribuidas
de forma monédica, aleatoria, com delineamento em blocos completos balanceados.

Os principais critérios de escolha dos julgadores foram: consumir o queijo
Reino, auséncia de doencas relacionadas a restricdo ao sodio, a gordura e a lactose.
Participaram da andlise sensorial 120 consumidores maiores de 18 anos de idade. Os
integrantes deste grupo foram alunos, funcionérios e visitantes da Universidade Federal
da Paraiba, Campus I. Apds os consumidores aceitarem realizar o teste assinaram o
Termo de Consentimento Livre Esclarecido — TCLE (Apéndice C) e a sessdo foi
realizada como descrito pela ISO 8589:2007 (I1SO, 2007).

Os atributos aparéncia, cor, aroma, textura, sabor e aspecto global foram
avaliados no teste de aceitacdo utilizando-se escala hedobnica estruturada de categoria
verbal de nove pontos, com escores variando de 1 (desgostei muitissimo) até 9 (gostei
muitissimo). A escala do ideal para o gosto salgado também foi determinada a partir de
escala hedobnica estruturada de 9 pontos com valores variando de 1 (extremamente
menos salgado que o ideal) até 9 (extremamente mais salgado que o ideal). A intencdo
de consumo do produto foi avaliada usando-se uma escala hed6nica estruturada de cinco
pontos variando de 1 (certamente ndo consumiria) até 5 (certamente consumiria),

conforme metodologia de Dutcosky (2013) (Apéndice D).

3.4.3 Andlises tecnoldgicas, fisico-quimicas e quimicas

O queijo Reino foi caracterizado conforme as seguintes determinacgdes
analiticas, em triplicata:

- umidade e extrato seco total: pela secagem em estufa a 105 °C, até obtenc&o de
peso constante, método n° 925.09 (AOAC, 2005);

- proteina: quantificacdo de nitrogénio por meio da digestdo da amostra,
utilizando-se o método de Micro-Kjedahl, multiplicando-se a porcentagem de
nitrogénio pelo fator 6,38, método n° 939.02 (AOAC, 2005);

- aglcares redutores: reducdo de Fehling, seguiu a metodologia descrita por
Miller (1959);

- gordura: utilizando o lactobutirdmetro de Gerber, conforme metodologia n°
2000.18 (AOAC, 2005);
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- gordura em extrato seco: utilizando com o resultado de umidade e de gordura,
conforme método n° 925.23 (AOAC, 2005).

- cinzas: pela carbonizagdo, seguida de incineracdo em mufla a 550 °C, método
n°930.30 (AOAC, 2005);

- atividade de agua (Aa): com o auxilio do higrometro Aqua-Lab digital, modelo
4 TE (Decagon devices, EUA), onde realizou-se as leituras na temperatura de 25 0,5
°C, método n° 978.18 (AOAC, 2005);

- acidez titulavel (g/100g de &cido latico): por titulagdo com hidroxido de sddio
0,1N, segundo método n. 920.124 (AOAC, 2005);

- pH: foram determinados usando potenciémetro digital (Tecnal®, modelo TEC-
5).

Andlise de minerais

Os minerais sodio (Na), potéssio (K), Cloro (Cl) e célcio (Ca) foram
quantificados por fluorescéncia de raios - X por energia dispersiva (FRX) a partir das
cinzas das amostras. A energia de excitagdo utilizada foi de 50 keV e o detector operou
a -176 °C. Amostras foram colocadas em cubetas cobertas por um filme de
polipropileno de 5 um de espessura. O equipamento utilizado foi o espectrémetro
Shimadzu modelo EDX-720 (GUSMAO et al., 2017).

Protedlise

O nitrogénio total (NT), nitrogénio soltvel (NS) em tricloroacético (TCA) foram
determinados utilizando o método de Kjeldahl (AOAC, 2005). O teor de nitrogénio
soltvel (NS) em pH 4,6 foi avaliado segundo o método descrito por Andreatta et al.
(2007). Os indices de extensdo e profundidade da protedlise (IEP e IPP,
respectivamente) foram calculados conforme as equacdes 3 e 4:

IEP = (NS pH a 4,6)/NT x 100 (3)
IPP = NS em TCA/NT x 100 (4)
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Perfil de acidos graxos

A determinacdo do perfil de acidos graxos foi realizada em triplicata com a
extracdo dos lipidios conforme metodologia descrita por Folch, Less e Stanley (1957)
em seguida a gordura com o solvente foram submetidos a evaporagdo com nitrogénio
gasoso. A gordura obtida sofreu o processo de esterificacdo metilica, seguindo a
metodologia descrita por Hartman e Lago (1973) e a quantificacdo dos acidos graxos foi
obtida empregando-se curva de calibracdo com padrdes de ésteres metilicos (Supelco®
37 Component FAME Mix). A anélise foi feita em um sistema de cromatografia gasosa
e espectrometria de massas (GC-MS-QP2010, Shimadzu, Kyoto, Japan) utilizando
coluna Durabound DB-23 (30 m x 0.25 mm x 0.25 um). As temperaturas do injetor e do
detector foram fixadas em 230 °C e a temperatura da coluna em 90 °C. O gradiente de
eluicdo na coluna foi de 90 a 150 °C (10 °C/minuto), de 150 a 200 °C (2 °C/minuto), de
200 a 230 °C (10 °C/minuto) em um tempo total de corrida de 34 minutos com um
split/splitless de 100. O gés de arraste foi o hélio com fluxo total de 187,2 mL/minuto, o
fluxo do géas na coluna foi de 1,82 mL/minuto.

Os indices de aterogenicidade (1A) e trobogenicidade (IT) foram calculados de

acordo com as equacdes (5 e 6) descrita por Ulbricht e Southgate (1991).

IA=[(C12:0 + 4 X C14:0 + C16:0)]/AGMI + (n-6) + (n-3) + C18:1 5)
IT=(C14 + C16 + C18)/(0.5 x (C18:1 + AGMIs + (n-6)) + (3 x (n-3)) + ((n-3) /(n-6))(6)

A porcentagem de acidos graxos desejaveis (DFA) foi calculada de acordo com
a equacdo 7, utilizando a somatoria dos &cidos graxos monoinsaturados (AGMI) e
polinsaturados (AGPI) (BARAC et al., 2018).

DFA= MUFA +PUFA + C18:0 (7
Cor instrumental
A determinacdo da cor instrumental foi realizada em colorimetro digital
(HunterLab, modelo ColorQuest XE) utilizando o software Easy Match™, versdo 4.30,

em triplicata. Os parametros L*, a*, b*, foram determinados de acordo com o sistema

CIE (1996). A coordenada L* corresponde a luminosidade, a* e b* referem-se as
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coordenadas de cromaticidade verde (-)/vermelho (+) e azul (-)/amarelo (+),
respectivamente. O aparelho foi previamente calibrado e as medicdes das coordenadas
de cor foram realizadas na parte interna do queijo, imediatamente ap0s a retirada da
embalagem secundaria, para realizacdo da anélise segundo metodologia de SHEEHAN
et al. (2009).

3.4.4 Anélise estatistica

Os dados com distribuicdo normal, de acordo com o Teste de Shapiro-Wilk,
foram submetidos a Andlise de Variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas
pelo teste de Tukey a p < 0,05 de probabilidade de erro. Os dados da anélise sensorial
foram analisados por modelo linear generalizado, considerando a distribuigédo
multinomial com o link logit cumulativo para verificar a probabilidade de distribuicdo
das categorias de intensidade (SCHABENBERGER; PIERCE, 2001). Todas essas
analises foram realizadas usando o SAS® University Edition (2015).

A correlacdo ndo paramétrica de Spearman foi aplicada para correlacionar os
dados sensoriais. A Analise de Componentes Principais (ACP) e a analise de
comparagdo de agrupamentos com o método K-Means Clustering foram realizadas para
dados fisico-quimicos, tecnoldgicos e sensoriais, e analises hierarquicas de agrupamento
com Sokal e Michener (1958) foram realizadas para dados de perfil de &cidos graxos. O
programa JMP® Pro 13 foi utilizado para anélise multivariada.

3.5 Etapa Il- Estudo de desenvolvimento e caracterizacdo de queijo Reino com

reducéo de gordura e substitui¢éo parcial de NaCl por KCI
3.5.1 Delineamento experimental

Para o processamento do queijo Reino com redugdo de gordura no leite (G) e
substituicdo parcial de NaCl por KCI na salmoura (S), utilizou-se fatorial (2 x 2 + 1),
sendo duas concentragdes de gordura no leite (1,1% e 3,3%) versus duas diferentes
relagbes NaCI/KCI (3,0 e 1,5 correspondentes a 15:5 e 12:8 de NaCl e KClI,
respectivamente), com tratamento adicional (2,2% de G com 2.08% de relacdo
NaCI/KCI). A quantidade dos ingredientes foi estabelecida, com base em testes

preliminares e a partir da formulacdo do tratamento adicional onde foram combinados
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dois niveis (um para mais e um para menos) de cada, estabelecendo-se as relagGes de

gordura e sais do fatorial (2 x 2).

3.5.2 Preparacdo da salmoura para a salga

A salmoura foi preparada com 80% de agua potavel e 20% de sal (NaCl, sal
marinho, Norte salineira S/A e KCI, dindmica quimica contemporanea Ltda), sequindo a
formulacdo descrita no fatorial. A solucdo foi aquecida em lume baixo até ebulicéo e,
apo6s 20 minutos, foram realizados testes para conhecimento do °Baumé. Ao atingir 19
°Baumé a solucdo supersaturada foi resfriada a 10 °C e filtrada para retirada de

possiveis residuos sendo depois identificadas e armazenadas.

3.5.3 Processamento de queijo Reino

O processamento geral das formulagbes do queijo Reino foi adaptado de
Amarantes (2015), Furtado (2008), Taveira (2013) e Taveira et al. (2015) (Figura 7).

O teor de gordura do leite foi padronizado de acordo com o fatorial (variando de
1,1% a 3,3% de gordura) com o auxilio de uma centrifuga desnatadeira (Westfalia,
modelo Mtb 50, Oelde, Alemanha)

O leite foi pasteurizado a 65 °C por 30 minutos e resfriado a 34 °C e, em
sequida, foi transferido para o tanque de fabricacdo e adicionaram-se as culturas
“starter” mesofilicas, sendo realizada uma incubagéo a 34 + 2 °C/40 minutos. O corante
de urucum (0,36 mL/L), o cloreto de célcio 50% (0,45 mL/L) e o coagulante (6 mL/100
L) foram adicionados e aguardou-se até a coagulacdo (34 + 2 °C/40 minutos), quando
houve o corte da coalhada em cubos com 2 a 3 cm de aresta.
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Figura 7 - Tecnologia adaptada de fabricacdo do queijo Reino com reducgéo de gordura

e sodio.

Matéria-prima
Analize do teor de gordura

Aquecimento até 45 °C

Desnate (3,3%, 2. 2% e 1,1%)
1———- Retirada do creme

Pasteurizagiio (65 °C/30 min)

Leite pasteurizado &
padronizado (34 £ 2°C)
Incuhacio (30 min)

Culturas — —— =»

Corante

] =
Cloreto de calcio=— —= 3 Leite fermentado (40 min)
Coagulante =
Formacio da coalhada

4

(Quebra da coalhada (cerca 2-3em)

12 mexedura lenta (13 min)
I

¥ # Betirada do soro
Agua (20 0C)— — » Semi-cozimento

Deszzoragem parcial
22 mexedura répida (35 min)
Deszzoragem total
Pré-prenzagem (10 min)
Enformagzem
Prensagem (20 min)
Salga em zalmoura (13 h)
Banho de natamicina
Secagem (10 dias)

Maturagiio (60 dias)

A primeira mexedura ocorreu de forma lenta por 15 minutos. O processo de
dessoragem parcial foi realizado com remocdo de 30% de soro (v/v) em relagdo ao
volume inicial de leite, que foi reposto progressivamente com adicdo de
aproximadamente 20% (v/v) de agua quente (80 = 2 °C) a coalhada, para aumentar a

temperatura na taxa de 1 °C a cada 2 minutos, até a temperatura de 43 = 2 °C/35
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minutos, sob agitacdo continua da segunda mexedora. A coalhada foi pré-prensada por
10 minutos no tanque, enformada e prensada em formas esféricas, por 20 minutos e, em
seguida, por 12 horas com pesos de 25 kg. A salga em salmoura ocorreu em temperatura
de 15 £+ 2 °C por 17 horas conforme testes prévios realizados.

A natamicina (50 g/L) foi aplicada nos queijos, apos salga, e posteriormente
foram colocados em camara (5 °C, 55% de umidade relativa do ar) por 10 dias sem
embalagem para secagem, sendo virados diariamente. ApoOs este periodo, 0s queijos
foram embalados a vacuo em embalagens de polietileno de alta densidade e maturados
em camara (5 °C, 55% de umidade relativa do ar) por 60 dias para desenvolver o sabor

e odor do produto caracteristicos, conforme indicado na legislacéo brasileira.

3.5.4 Anélises microbioldgicas

Todas as formulacdes passaram pelas analises microbioldgicas foram realizadas
apos 60 dias de maturacdo e foram realizadas para acompanhar a qualidade do produto
segundo os padrbes microbioldgicos conforme legislacdo preconizada para queijos com
baixa umidade (BRASIL, 2001) e sequiram a metodologia da APHA (2001).

- Coliformes totais e termotolerantes: foram quantificados pela técnica de tubos
multiplos em Caldo Lactosado Bile Verde Brilhante (coliformes totais) e em caldo
Escherichia coli (coliformes termotolerantes). Os resultados foram expressos em
NUmero Mais Provavel por grama da amostra (NMP/g).

- Staphylococcus coagulase-positiva: quantificado pela técnica de plagueamento
em superficie em Agar Baird-Parker adicionado de telurito de potassio a 1% e emulsdo
de gema de ovo, com posterior contagem do nimero de colbnias tipicas e isolamento
em Agar Nutriente inclinado, realizando-se em seguida teste de coagulase.

- Salmonella sp. - a avaliacdo da presenca foi feita por pré-enriquecimento em
agua salina, e enriquecimento seletivo em Caldo Tetrationato e Caldo Rappaport-
Vassiliadis. Em seguida, foi feito plaqueamento em Agar Bismuto Sulfito e Agar de
Desoxicolato-Lisina-Xilose. Col6nias tipicas (colonias presuntivas) foram isoladas em

Agar nutriente, e finalmente realizados testes bioquimicos confirmatrios.
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3.5.5 Anélise sensorial

Anélise sensorial foi submetida e aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Paraiba, Estado Paraiba, Brasil
(CAAE: n° 85379418.4.0000.5188; Protocolo: 022.250/2018) como reconhecido pela
CONEP, conforme Anexo B. Seguindo a Resolugdo n° 466, de 12 de dezembro de 2012
e Resolucdo n° 510, de 7 de abril de 2016.

A anélise sensorial foi realizada ap6s 60 dias de fabricacdo, utilizando painel de
80 consumidores, ndo treinados, com idade entre 18 e 32 anos, de ambos géneros (41
mulheres e 39 homens), conforme metodologia descrita na Etapa 1 com adaptacdo na
escala do ideal para melhor compreensdo dos parametros: intensidade da cor amarela,
aroma caracteristico, sabor caracteristico, suculéncia, sabor salgado e sabor amargo. Foi
utilizada ficha do teste sensorial, para esta etapa que se encontra no Apéndice E, além
do TCLE (Apéndice F).

3.5.6 Anélise tecnoldgicas, fisico-quimica e quimica

Apdbs 60 dias de fabricacdo foram realizadas andlises de atividade de &gua,
umidade, extrato seco total, pH, acidez tituldvel em &cido latico, cinzas, lipideos,
lipideos em extrato seco, proteina, protedlise e perfil de acidos graxos conforme
metodologia descrita na Etapa 1. O perfil de minerais e cor instrumental foram
realizadas em outros equipamentos, seguindo metodologia descrita a seguir. A textura

instrumental foi incluida para verificar o perfil de textura dos queijos processados.

Analise de minerais

As amostras foram submetidas a digestdo nitroperclérica de acordo com a
metodologia de Sarruge e Haag (1974) e leitura em espectrometro de emissdo 6tica com
plasma indutivamente acoplado (ICP- OES; Perkin Elmer Modelo Optima 8300 DV,
PerkinElmer, Califérnia, EUA). O equipamento foi calibrado com solucdo
multielementar na mesma matriz das amostras em diferentes intervalos de
concentragdes. Para K, 766,490 nm e as concentracGes entre 3 e 300 mg/L. Para Ca foi
utilizado o comprimento de onda 315,887 nm e as concentracGes entre 2,4 e 240 mg/L.

Para Na foi utilizado o comprimento de onda 589,576 nm e as concentracGes entre 0,04
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e 5 mg/L.

Cor instrumental

A determinacdo da cor instrumental foi realizada em colorimetro Minolta,
modelo CR-300 (MinoltaCo., Osaka, Japdo). Os parametros L*, a*, b*, foram
determinados de acordo com o sistema CIE (1996), em triplicata. A coordenada L*
corresponde a luminosidade, a* e b* referem-se as coordenadas de cromaticidade verde
(-)/vermelho (+) e azul (-)/amarelo (+), respectivamente. O aparelho foi previamente
calibrado e as medicGes das coordenadas de cor foram realizadas na parte interna do
queijo, imediatamente apds a retirada da embalagem secundaria, para realizacdo da

analise segundo metodologia de Sheehan et al. (2009).

Textura instrumental

O perfil de textura dos queijos Reino foi determinado em analisador de textura
(Ametek Brookfield, Massachusetts, EUA). Os queijos foram cortados em cubos (1,5 x
1,5 x 1,5 cm). No experimento foram comprimidos a 50% da sua altura original a
velocidade mm/minuto. A sonda usada foi de 50 mm. Depois de pausa de 5 s a sonda
subiu a velocidade de 24,00 mm/minuto até retornar sua altura original. Os dados foram
coletados através do programa "TexturePro CT V1.3 Build 15" (Ametek Brookfield,
Massachusetts, EUA), conforme metodologia descrita por Wang et al. (2011). Foram
analisados os atributos primarios firmeza (N), adesividade (mJ), mastigabilidade (N),

elasticidade (mm), coesividade e fraturabilidade (N) e o atributo secundario gomosidade

(N).

3.5.7 Anélise estatistica

Os dados foram submetidos a Anélise de Variancia (ANOVA) univariada e as
médias de cada tratamento foram comparadas com o tratamento adicional [2,2% leite e
2,08 NaCl: KCI (13,5: 6,5%)] pelo teste de Dunnett com p < 0,05 de probabilidade de
erro. Na sequéncia, uma ANOVA bivariada foi realizada para testar os efeitos principais
e a interacdo destes. O quadrado médio residual da ANOVA univariada foi utilizado

para os testes na ANOVA bivariada. Diferencas significativas foram relatadas para p <
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0,05. Os dados da analise sensorial foram analisados por modelo linear generalizado,
considerando a distribuicdo multinomial com o link logit cumulativo para verificar a
probabilidade de distribuicdo das categorias de intensidade (SCHABENBERGER,;
PIERCE, 2001). Todas essas analises foram realizadas usando o SAS® University
Edition (2015).

A correlacdo ndo paramétrica de Spearman foi aplicada para correlacionar os
dados sensoriais. A Analise de Componentes Principais (ACP) e a analise de
agrupamento com o método K-Means Clustering foram realizadas. O programa JMP®
Pro 13 foi utilizado para analise multivariada.
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4 RESULTADOS

Os resultados obtidos nesta Tese estdo apresentados em forma de artigos
cientificos submetidos no periddico International Dairy Journal, de impacto na &rea de

Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, bem como através do deposito de Patente (Anexo
C).

Artigo 1: Market research, sensory analysis and nutritional characterization of
commercial Reino Cheese.

Artigo 2: Nutritional and sensory quality of Reino cheese with fat reduction and
partial replacement of NaCl by KClI in brine.

Deposito de patente: Processo de obtengdo de queijo tipo Reino com reducdo de
sodio e gordura e adicdo de conservante natural- BR 10 2018 073532 2.
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ABSTRACT

This study aimed at investigating the relationship between the nutritional and sensory
characteristics of Reino cheese and consumers’ market perception, learning about the
profiles of brands and suggesting innovations to the product in order to increase its
consumption. Market research showed that participants would like a reduction in
sodium and fat. The sensory and physicochemical characteristics of six most often
consumed Reino cheese brands were analyzed. R3 and R4 cheeses showed greater
consumption intention, the highest relative moisture, pH and Ca content. They were also
the favorite brands due to their color, texture and overall assessment. Additionally, they
showed lower content of lipids, fat in the dry extract, total dry extract, titratable acidity,
proteolysis, NaCl and Na. These characteristics demonstrated the traditional high fat
and sodium content Reino cheese could share consumers preference with technological

modified Reino cheeses important to boost the consumer market.

1. Introduction

Reino cheese derives from the Dutch Edam cheese, but it has been marketed in
Brazil since the colonial period (Amarante, 2015). It is spherical and has a thin, smooth,
red-colored peel, yellowish mass, semi-hard to hard consistency and homogeneous
texture. It is compact and shows small mechanical holes, typical flavor and pronounced
aroma, with low moisture and high fat content (Brazil, 2018). The most traditional
brands sell the product in spherical tinplate cans weighing from 1.8 to 2 kg after it is

ripened for at least thirty-five days (Amarante, 2015; Brazil, 2018).



59

Reino cheese is considered a traditional food type based on four different
dimensions: it is often consumed over time or associated with celebrations or seasons;
there is a strong belief about its nutritional and sensory characteristics that should be
passed down from generation to generation; it has specific preparation and consumption
according to gastronomic heritage, and it is associated with a particular area, region or
country (Boncinelli, Contini, Romano, Scozzafava, & Casini, 2016).

Much appreciated in northeastern Brazil, Reino cheese is consumed mainly
during the June and Christmas festivities, but 70% of its manufacturing occurs in the
region of the Mantiqueira Mountains, in southeastern Brazil, which has similar
geographic conditions to those in Europe (Amarante, 2015). In the producing region,
this cheese is considered to be part of its immaterial and cultural heritage, and it has the
power to involve producers, suppliers, workers and the population, who add value to the
product by including it in tourist and gastronomic routes, thus increasing its cultural,
social and economic importance (Brazil, 2019).

The specialty cheese market has grown over the years; however, the use of
market research and food sensory analysis can contribute to increase cheese
consumption as these are essential for understanding consumers’ acceptance and
perceptions of a food product (Drake, 2007).

In order to meet the requirements of consumers who seek healthy and high-
quality food, the industry has sought to improve manufacturing processes, modify
products and include new ingredients (Bigliardi & Galati, 2013) and, in this regard, the
dairy industry is noteworthy. It is important to learn about physicochemical and sensory
characteristics to make product changes. Hence, the study of these Reino cheese
characteristics can help to differentiate it from other kinds and, therefore, promote its

technological and nutritional quality to achieve greater consumers’ sensory acceptance.
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Thus, this study aimed at investigating the relationship between the nutritional
and sensory characteristics of Reino cheese, studying consumers’ market perception,
understanding brand profiles and suggesting product innovations in order to increase its
consumption, which can result in its future large-scale commercialization and even

exportation.

2. Materials e Methods

The study was approved by the Research Ethics Committee of the Health
Sciences Center at the Federal University of Paraiba (UFPB), Paraiba State, Brazil

(CAAE: no. 45191115.4.0000.5183; Registration: 106.027/2016).

2.1. Market research

Market research was conducted from November to December 2015 using
exploratory descriptive methodology based on quantitative analysis. Four hundred
questionnaires were applied and validated (Narins, 1997). The questionnaires were
applied to supermarkets in four regions of Jodo Pessoa city, Paraiba - Brazil, with 100
questionnaires per region, in order to reach consumers from different social classes.
Prior to the questionnaire application, consumers were advised on the proposal and
scope of the questions and signed an Informed Consent Form (ICF). The interviewed
population was characterized by gender, age group, educational level, total number of
people in the household and family income. Information on consumption habits was

obtained.
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2.2. Sensory evaluation

Whole pieces (approximately 1.5 kg) of six Reino cheese brands most often
consumed in Jodo Pessoa city were purchased and collected from the same batch,
classified into three groups according to the number of days since manufacturing, and
identified using the following codes: R1 and R2 (40 to 45 days), R3 and R4 (60 to 65
days) and R5 and R6 (80 to 85 days).

Referees were recruited by applying a questionnaire considering Reino cheese
consumption frequency and the absence of diseases related to sodium, fat and lactose
consumption. One hundred and twenty consumers over 18 years old participated in the
sensory analysis, comprising visitors, students and employees of the Federal University
of Paraiba, Campus I.

Samples were cut into approximately 2 mm thick slices using an industrial slicer
(Braesi, model CFBA-030/1, Rio Grande do Sul, Brazil) and then cut into a triangular
shape by a stainless-steel mold, removing the peel. The samples were kept refrigerated
(5 £ 1 °C) until use. Sensory analysis was performed in individual booths, with
controlled illumination (white) and temperature of 25 + 1 °C. Samples were distributed
in a monadic random way in complete balanced blocks, accompanied by cream crackers
and water.

The acceptance test including the attributes appearance, color, aroma, texture,
taste and overall assessment, used a nine-point verbal-category structured hedonic scale.
The ideal scale for salty taste was also determined from a 9-point structured hedonic
scale. The product consumption intention was evaluated using a five-point structured

scale (Dutcosky, 2013).
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2.3. Determination of chemical composition and physicochemical properties

Chemical composition and physicochemical properties were performed in
triplicate on the cheese inner portion without the peel. The levels of moisture (method
no. 925.09), fat (method no. 2000.18), protein (method no. 939.02), ashes (method no.
930.30), total solids (method no. 990.19), fat in the dry extract (method no. 925.23),
water activity (Aa) (method no. 978.18) and titratable acidity (g lactic acid 100g™)
(method no. 920.124) were determined (AOAC 2005). pH values were also determined
using a digital potentiometer (Tecnal®, Sdo Paulo, Brazil). The content of total reducing
sugars was quantified (Miller, 1959). Proteolysis extension and depth indexes (EPI and

DPI, respectively) were calculated (Andreatta et al. 2007).

2.4. Determination of instrumental color

Color measurements were performed in triplicate on the inside part of the cheese
immediately after removing the primary packaging using the CIE system and a digital
colorimeter (HunterLab, Model ColorQuest XE, Virginia, USA) (Sheehan, O’Cuinn,

FitzGerald, & Wilkinson 2009).

2.5. Mineral quantification

Minerals sodium (Na), potassium (K), chlorine (Cl) and calcium (Ca) were
quantified by X-ray fluorescence by dispersive energy (FRX) from the ashes of the
samples using a spectrometer (Shimadzu model EDX-720, Kyoto, Japan) (Gusméo et

al., 2017).
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2.6. Determination of the fatty acid profile

The fatty-acid profile was determined in triplicate by lipid extraction (Folch,
Less, & Stanley, 1957) and solvent evaporation with nitrogen gas. The fat was methyl-
esterified (Hartman & Lago, 1973) and fatty-acid quantification used a calibration curve
with methyl ester standards (Supelco® 37 Component FAME Mix) on a gas-
chromatography and mass-spectrometry system (GC-MS-QP2010, Shimadzu, Kyoto,
Japan) using a Durabound DB-23 column (30 m x 0.25 mm x 0.25 pum). Injector and
detector temperatures were set at 230 °C and column temperature at 90 °C. The elution
gradient on the column was 90 to 150 °C (10 °C/min), 150 to 200 °C (2 °C/min), 200 to
230 °C (10 °C/min) at one total run time of 34 minutes with a split/splitless of 100.
Helium was used as the carrier gas with total flow of 187.2 mL/min; the gas flow in the
column was 1.82 mL/min.

Atherogenicity (Al) and thrombogenicity (T1) indexes were calculated (Ulbricht
& Southgate, 1991). The desirable fatty-acid percentage (DFA) was also calculated
using the sum of monounsaturated (MUFA) and polyunsaturated (PUFA) fatty acids

(Barac et al., 2018).

2.7. Statistical analysis

Data were analyzed by one-way ANOVA and the means were compared by the
Tukey test with p < 0.05. Sensory data were analyzed by the general linear model,
considering the multinomial distribution with the cumulative logit link to evaluate the
distribution likelihood of the intensity categories (Schabenberger & Pierce, 2001) using

SAS® University Edition (Cody, 2015). Non-parametric Spearman correlation was
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applied to correlate sensorial data. Principal component analysis (PCA) and cluster
comparison analysis with the K-Means Clustering method were performed for
physicochemical and sensory data, and hierarchical clustering analysis was performed
for the fatty-acid profile data. The JMP® Pro 13 software was utilized for multivariate

analysis.

3. Results and discussion

3.1. Market research

According to the market research results, of the 400 consumers interviewed,
56% were females and 44% were males. The age groups comprised adults older than 31
years old (75.5%) and young adults between 18 and 30 years old (24.5%). Consumers’
opinions were represented individually for older adults and younger individuals (Figure
1A - E).

Reino cheese consumption occurs predominantly once a year for 38% of the
respondents followed by consumption twice a year for 22%, especially at Christmas and
in June festivities (Figure 1A). Weekly and monthly consumption were reported by only
5% and 13% of consumers, respectively. The main meals related to Reino cheese
consumption were breakfast and/or dinner for 56% of the interviewees, 41% adults and
15% young adults (Figure 1B). Reino cheese can participate in all meals for 29% of the
respondents, while 7% prefer to include it in sandwich filling (Figure 1B); therefore, the
snack market could be an alternative for increasing Reino cheese consumption

throughout the year.
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Information on customer satisfaction was obtained to better understand
consumers’ demands, as well as to provide information that can help the industry to
improve the cheese characteristics and, therefore, foster increase in its
commercialization throughout the year. Satisfaction, that is, consumers’ not wanting
changes in Reino cheese characteristics, was shown by 39% of respondents (Figure 1C),
who reported that they liked the traditional characteristics of the product, such as strong
and spicy taste and brittle texture. However, the other consumers reported that they
would like some characteristics of Reino cheese to be altered and suggested changes,
such as salt content reduction (15%), fat content reduction (12%) and salt and fat
content reduction (7%). Younger people suggested reducing fat content (5%) and salt
content (4%) as well as making the taste milder (3%). These demands for healthier food
products influence the cheese industry and food scientists to develop products with
modified characteristics to suit consumers (Mozuraityte, Berget, Mahdalova,
Gransberg, @ye, & Greiff, 2019).

Flavor was mentioned as the preferred sensory attribute of Reino cheese by 75%
of respondents (56% adults and 19% younger adults) (Figure 1D). In turn, the purchase
decision is made by observing the product quality related to sensory characteristics,
such as color, flavor and texture (28%), as well as by brand (27%) and price (16%)
(Figure 1E). In addition, 16% of respondents mentioned that sensory quality would be
the main factor influencing their choice, and this would be related to the brand and price
together. This result shows that quality, brand and price are decisive factors for the
cheese purchase, and brand choice is associated with product quality.

The most often remembered Reino cheese brands were R3, R1, R4, R5, R6 and
R2, mentioned by 36%, 16%, 5%, 4%, 3% and 3% of consumers, respectively. The

purchase of other brands, besides the six most often reported, was mentioned by 16% of
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the consumers interviewed, while 14% mentioned having no preference, and 2%

reported not remembering it.

3.2. Sensory Evaluation

The sensory analysis of the six different Reino cheese brands is represented in
Figures 2 and 3 by the likelihood of the scores assigned to each cheese and the
predominance of certain scores that defined the liking or disliking intensity for the
description of the following results. It is noteworthy that the score scale ranged from 1
(disliked very much) to 9 (liked very much). R6 Reino cheese was preferred for its
external appearance (scores 8 and 9), followed by R5 and R4 cheeses (scores 8 and 7)
(Figure 2A). R6 and R4 were preferred for their internal appearance, while R5 (scores 3,
4 and 6) did not please consumers (Figure 2B).

R1 Reino cheese had a pleasant aroma (scores 7 and 8) (Figure 2C). On the other
hand, R2 cheese (scores 4, 5 and 6) and R6 cheese (scores 6 and 7) showed a less
pleasant aroma, according to consumers.

The color of R3 cheese (scores 8 and 9) was preferred by consumers (Figure 2D).
R3 and R5 cheeses were distinguished for their taste (scores 8, 7 and 9) (Figure 2E).
Additionally, R3 cheese was reported to have excellent texture (scores 7, 8 and 9) while
that of R1 was poorly appreciated (Figure 2F).

The salty taste of R1, R2, R3 and R5 cheeses was considered ideal by the tasters,
which was indicated by the higher likelihood of score 5 (Figure 3A). R4 cheese had a
slightly less than ideal salty taste (scores 4 and 5) while the salty taste of R6 cheese was

slightly above ideal (scores 5 and 6).
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R3, R5 and R4 cheeses were distinguished from the others in consumers’
preference in the overall assessment (scores 7 and 8), especially R3 and, sequentially,
R5, with a higher likelihood of score 8 (Figure 3B). Consequently, R3 cheese stood out
for its high consumption intention (higher likelihood of score 5), in addition to R5 and
R4 cheeses sequentially (Figure 3C). Additionally, taste, overall assessment and texture
were the criteria that most influenced consumption intent as shown by the positive and

moderate-to-strong Spearman correlation (Figure 3D).

3.3. Chemical composition and physicochemical properties

The physicochemical characteristics, mineral content, protein indexes and
internal color of the six different Reino cheese brands are presented in Table 1.

All brands presented hard texture, whose moisture was less than 35.9%, except
for R3, which presented higher moisture content (37.76 £ 0.10%). The lower final
moisture content of the product may be due to milk composition and cheese processing,
as their variation can influence the ripening process and attributes, such as consistency,
softness, among others, which contribute to its final quality.

R5 cheese presented the highest lipid percentage (36.00 + 0.01% w/w) among
the evaluated brands; however, due to the higher total dry extract percentage (68.28 +
0.37% wiw), it showed moderate lipid percentage in the dry extract (52.73 + 0.28%
wi/w). In turn, R2 cheese stood out with the highest lipid content in the total dry extract
(53.20 = 0.16% w/w). The lack of standardization in milk fat content can also justify the
variation in cheese fat and other characteristics of different brands. All brands of Reino
cheese were classified as fatty because they had a fat-in-dry-extract content ranging

from 45% w/w to 59.9% w/w (Brazil, 1996).



68

R1 and R4 cheeses had higher protein content (29.81 + 0.01% wi/w), followed by
R5 (27.73 £ 0.21% w/w), R3 (27.36 + 0.22% w/w), R6 (27.24 + 0.21% w/w) and R2
(26.87 £ 0.01% w/w). Differences in protein and fat content can be attributed to the
composition and quality of the milk used for cheese making, which are directly related
to animal species, breed, feeding, lactation stage, location and season (Tsiplakou &
Zervas, 2008).

R3 cheese had higher ash content (5.00 £ 0.03% w/w), suggesting higher
inorganic residue content than in the others, especially when compared to R4 (4.18 +
0.01% w/w) and R6 (4.45 + 0.04% wi/w).

None of the Reino cheese samples analyzed showed minimum detectable
content of reducing sugars. Accordingly, Cichoscki, Valduga, Valduga, Tornadijo &
Fresno (2002) studied the evolution of Prato cheese ripening and found that from 30
days of manufacture it was not possible to detect lactose, which may be justified by the
cheese manufacturing process, as it results in lactose loss in the whey fraction. It may
also be explained by its use by lactic-acid-bacteria starter cultures and other lactose-
fermenting bacteria present in cheese during manufacturing and throughout ripening.

The mean values of water activity differed between the samples (p < 0.05), but
remained in the range from 0.79 (R1 and R5) to 0.85 (R4). pH was higher for R3, R4
and R5 cheeses while R1 and R6 showed the lowest pH (p < 0.05). In turn, R6 showed
the highest titratable acidity (0.99 £+ 0.02 g of lactic acid/100 g), and R4 the lowest (0.40
+ 0.00 g of lactic acid/100 g).

The R1 brand, which showed the second highest ash content (4.83 + 0.02%
w/w), had the highest NaCl (2.57 £ 0.04% w/w) and Na (932.80 + 15.00 mg/100 g)
levels. R4 cheese, in turn, had the lowest content of NaCl (0.94 + 0.01% w/w) and Na

(343.53 £ 4.00 mg/100 g). This result may have been perceived through sensory
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analysis, as the tasters considered the salty taste of R4 lower than ideal (Figure 3A).
These combined results indicate that sodium reduction in Reino cheese should occur to
a certain limit by taking into account consumer welfare as well as satisfaction. In
addition, it is noteworthy that the consumption of 100 g of these Reino cheese brands
would correspond, on average, to more than 30% of the daily sodium intake
recommended by the Ministry of Health (Brazil, 2010).

Higher calcium (Ca) content was observed in R3 cheese (2757.42 + 4.41 mg/100
g). The higher the calcium content, the greater the cheese protein adhesion, which
prevents (Paulson, McMahon, & Oberg, 1998). This is a typical characteristic of Reino
cheese, as it is consumed without any cooking methods. The Ca content of R4 (2621.65
+ 3.89 mg/100 g), R5 (2613.14 + 0.55 mg/100 g) and R6 (2,591.12 + 16.35 mg/100 g)
did not differ and was higher than that of R2 (2473.28 + 8.17 mg/100 g) and R1
(2389.18 + 21.11 mg/100 g) (p < 0.05).

The mean values for the Proteolysis Extension Index (EPI) ranged from 15.30 +
0.01 (R1) to 23.90 = 0.97 (R2). Possibly, the ripening time and rennet amount
associated with biochemical interactions resulted in variations for this index found in
Reino cheese, which can be associated with the sensory and technological quality of
cheese, according to Aljewicz, Cichosz, Nalepa and Kowalska (2014).

The Proteolysis Depth Index (DPI) showed mean values ranging from 6.15 *
0.01 (R1) to 20.27 £ 0.01 (R6). The data were higher than those found by Kamleh et al.
(2012) for Halloumi cheese, which ranged from 3.02 £ 0.02 to 4.75 = 0.51 at 30 days of
ripening; from 3.25 + 0.27 to 4.69 + 0.34 at 60 days of ripening and from 4.03 £ 0.75 to
6.57 £ 0.51 at 90 days of ripening.

R5 cheese showed the highest L* value (71.90 = 1.26), being similar only to R6

(66.97 + 2.26), and low levels for a* (7.19 + 0.19) and b* (24.69 = 0.55), similar
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coloration to Cheddar cheeses with different fat content at 60 days of ripening
(Wadhwani & Mcmahon, 2012). R1 also had a weak reddish yellow color, observed by
the lower values of a* and b* (6.72 + 0.32 and 24.54 + 0.82, respectively). In contrast,
R3 had a low L* value (64.24 £ 2.69), a redder color, that is, a higher value of a* (16.25
+ 0.40), and an intense yellow color with a higher value of b* (48.13 £ 1.03), possibly

due to the use of annatto dye or other dyes (Wadhwani & McMahon, 2012).

3.4. Fatty acid profile

Twenty-seven fatty acids were identified, thirteen of which were saturated,
seven monounsaturated (MUFA) and seven polyunsaturated (PUFA) (Table 2).
The proportions of short-chain fatty acids ranged from 7.16 + 0.01 to 19.42 + 0.18
0/100 g of fatty acids, while those of medium-chain fatty acids ranged from 2.53 + 0.04
to 6.94 £ 0.02 g/100 g of fatty acids, and those of long-chain acids ranged from 76.65 +
0.04 to 94.78 + 0.02 ¢g/100 g of fatty acids, as classified by Matera et al. (2018). The
typical aroma and taste of ripened cheeses are related to some fatty acids, especially
short-chain ones, although they were present in low concentration in Reino cheese.
Additionally, some lactic acid bacteria may act on the hydrolysis of long-chain fatty
acids with the consequent release of short-chain fatty acids (Sangaletti et al., 2009), thus
enhancing the aroma in cheese.

The mean values of saturated fatty acids (SFAs) ranged from 65.40 + 0.07 to
80.41 £ 0.10 g/100 g in samples R3 and R4, respectively, and palmitic (C16:0), myristic
(C14:0) and stearic (C18:0) acids predominated in all samples because they are derived
from bovine milk (Kala¢ & Samkova, 2010). Some saturated fatty acids (SFASs), such as

lauric (C12:0), myristic (C14:0) and palmitic (C16:0) acids and trans fatty acids may be
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responsible for the increase in coronary artery disease incidence (Lenighan, McNulty, &
Roche, 2019).

Monounsaturated and polyunsaturated fatty acids have a hypocholesterolemic
effect on the body, so they should be considered when assessing food lipid profiles
(Rodriguez-Alcala et al., 2013). The MUFA values of the evaluated samples represented
from 18.20 £+ 0.04 g/100 g of fatty acids in R4 to 23.68 + 0.03 ¢g/100 g in R6, while
PUFA ranged from 1.40 + 0.08 g/100 g of fatty acids in R4 to 12.84 + 0.06 g/100 g in
R3, and all results showed significant differences between them (p < 0.05). The PUFA
values observed in Reino cheese brands were similar to those found in ripened Italian
commercial cheeses (Emmental, Pecorino, Gorgonzola), ranging from 21.11 to 25.79
0/100 g (Prandini, Sigolo, Tansini, Brogna, & Piva, 2007).

Reino cheeses showed higher than 1.0 atherogenicity and thrombogenicity index
values, indicating a high potential for stimulating platelet aggregation (Turan, Sénmez,
& Kaya, 2007).

The Reino cheese atherogenicity index (Al) showed results that varied
significantly (p < 0.05) from 2.29 £ 0.00 to 451 + 0.02 in samples R6 and R4,
respectively, but both values are considered high, which makes Reino cheese an
unhealthy type of food, considering the lipid profile alone. Al indicates the relationship
between the sum of the main saturated fatty acids and the main unsaturated fatty-acid
classes. The former is considered atherogenic (favoring lipid adhesion to the cells of the
immune and circulatory systems) while the latter is anti-atherogenic (a platelet
aggregation inhibitor and a reducer of levels of esterified fatty acids, cholesterol and
phospholipids), thus preventing the appearance of coronary heart disease in the human

organism (Batista et al., 2017).
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The thrombogenicity index (TI) showed mean results ranging from 1.19 £ 0.01
to 2.90 + 0.01 in R3 and R4, respectively. Foods that have a high thrombogenicity index
have a tendency to increase blood vessel clot formation (Batista et al., 2017). There are
no recommended Al and TI values in dairy products, so the lower the value of these
indexes, the more favorable it will be to human health.

The values found for the PUFA:SFA ratio of Reino cheese varied from 0.02 to

0.20. This relationship is used to evaluate the nutritional quality of fat in foods. Foods
with PUFA:SFA ratio values lower than 0.45 have been considered to be undesirable,
especially in relation to cardiovascular diseases and cancers (Simopoulos, 2016).
The highest desirable fatty-acid values DFA (MUFA + PUFA + C18:0) ranged from
40.39 = 0.05% w/w to 43.73 + 0.05% w/w in samples R1, R3 and R6. The lowest
proportions of DFA were observed in R4 (26.77 + 0.25% w/w) and R2 (29.68 + 0.07%
w/w). These results are not favorable to human health because they are low in
unsaturated fatty acids (Bara¢ et al., 2018).

The differences in the fatty-acid composition of the evaluated cheeses reflect
several factors such as cattle diet, production systems, lactation stages and breed, and by
interfering in some of them, it is possible to modify the fatty-acid composition in milk
(Markiewicz-Keszycka, Czyzak-Runowska, Lipinska, & Wojt, 2013). The lipid
metabolism of autochthonous microbial cultures may interfere with the process of
proteolysis during ripening (McSweeney & Sousa, 2000). Thus, reduction in milk-fat
content for Reino cheese processing could help with the prevention of possible non-
communicable chronic diseases, such as heart and vascular diseases related to this food

product.
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3.5. Analysis of Principal Components

Principal-component analysis explained 62.20% of the variability between Reino
cheese brands with two principal components: PC1 (36.90%) and PC2 (25.30%). The
contributions from the variables to the first two principal components can be observed
in Figure 4A. On the other hand, they contributed to the differentiation of Reino cheese
brands into three distinct groups (Figure 4B). The variables with significant and positive
contribution in PC1 were color, overall assessment, consumption intention and relative
moisture, while salty taste, lipid content, fat content in dry extract, total dry extract,
titratable acidity, EPI and DPI showed negative auto vectors. R3 and R4 brands
converged and formed group A on the positive axis of PC1, while, on the negative side,
group B was formed by R2, R5 and R6. The variables with significant and positive
contribution to PC2 were texture, pH, Ca content and L* parameter. In contrast, NaCl
and Na content showed a strong negative contribution to PC2. Finally, groups A and B
received positive PC2 scores while Group C received a negative score. The other
variables were not important to explain the variability between the Reino cheese brands
within the first two principal components.

R3 and R4 (Group A) cheeses stood out from the others for their higher
consumption intent, associated with higher relative moisture, pH and Ca content, as well
as for the preference for their color, texture and overall assessment. In addition, they
showed lower content of lipids, fat in the dry extract, total dry extract, titratable acidity,
EPI, DPI, NaCl and Na. Thus, the characteristics observed in the R3 and R4 brands can
be considered as ideal, but still do not meet the demands of consumers who want
healthier Reino cheese, since the R3 sample showed high sodium content, providing

more than 400 mg of sodium in a 100 g portion of the product. Therefore, since Reino
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cheese is considered rich in sodium according to the Ministry of Health (Brazil, 2010),
it is potentially harmful to health. In addition, the saturated-fat values established by the
World Health Organization (2003) should be no more than 10%; nevertheless, R3
(27%) and R4 (34%) samples exceeded the recommended daily value by two- to

threefold.

4. Conclusion

The market research showed that consumers are looking for low-fat and low-
sodium Reino cheese, in addition to the milder taste required by younger consumers.
The results obtained allowed us to understand the relationship between the nutritional,
sensory characteristics of Reino cheeses and their acceptance by consumers. In this
context, the study has contributed significantly by providing a range of important
parameters that are necessary to improve the product but maintaining certain typical
characteristics. The characteristics observed in the R3 and R4 (60 to 65 days of
manufacture) brands can be considered as ideal, but still do not meet the demands of

consumers who want healthier Reino cheese.
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Table 1. Physicochemical, mineral, proteolysis and internal-color analysis of six Reino cheese brands (R1 to R6).

Quality Parameters

Reino cheese™

R1 R2 R3 R4 R5 R6
Physicochemical

Moisture (%) 33.74+0.09% 34.15+0.14° 37.76+0.10° 35.18+0.19" 31.72+0.37° 33.49+0.10°
Protein (%) 29.81+0.01° 26.87+0.01° 27.36+0.22° 29.81+0.01° 27.73+0.21° 27.24+0.21°
Reducing sugars (%) nd nd nd nd nd nd
Lipids (%) 31.0+0.01° 35.03+0.16" 30.00+0.01° 31.00:+0.01° 36.00+0.01° 35.00+0.01°
Lipids in dry extract (%) 46.79+0.07 ¢ 53.20+0.16 48.20+0.08° 47.84+0.15 ° 52.73+0.28"° 52.63+0.08°
Total dry extract (%) 66.26+0.09" 65.85+0.14° 62.24+0.10° 64.81+0.19 68.28+0.37° 66.50+0.10"
Ashes (%) 4.83+0.02° 4.54+0.03° 5.00+0.03° 4.18+0.01° 4.59+0.04° 4.45+0.04"
Aw' 0.79+0.01% 0.80+0.00° 0.83+0.00" 0.8520.00° 0.79+0.00° 0.80+0.00°
TA? (g of lactic acid.100g™) 0.60+0.02° 0.79+0.02" 0.47 +0.00° 0.40 +0.00 0.65 +0.02° 0.99 +0.02°
pH 5.45+0.02° 5.67+0.00" 5.74+0.04% 5.76+0.03° 5.75+0.02° 5.49+0.04°
Minerals

NaCl (% m/m) 2.57+0.04% 1.72+0.01° 1.94+0.12° 0.94+0.01" 1.59+0.01° 1.50+0.02°
Na (mg/100 g) 932.80+15.00°  623.80+3.00°  707.00+6.00"°  343.53+4.00"  580.67+3.00°  544.83+6.00°
Ca (mg/100 g) 2389.18+21.11°  2473.28+8.17° 2757.42+4.41°  2621.65+3.89"  2613.14+0.55° 2591.12+16.35"
K (mg/100 g) 111.20+2.59° 128.12+2.38°  119.72+#1.75°  100.72+0.59°  145.84+1.50°  116.33+2.90"
Internal color

L 52.03+2.28° 60.30+0.58°0  64.24+2.69" 57.82+1.20° 71.90+1.26° 66.97+2.26%
a* 6.72+0.32° 15.50+0.15" 16.25+0.40° 9.06+0.24¢ 7.19+0.19° 13.62+0.24°
b* 24.54+0.82° 34.50+0.55° 48.13+1.03 30.60+0.60° 24.69+0.55° 38.42+0.77°
Proteolysis

Extent of proteolysis index 15.30+0.01° 23.89+0.01° 16.71+0.14° 18.34+0.01° 19.85+0.15° 23.52+0.11°
Depth of proteolysis index 6.15+0.01" 17.11+0.01° 6.73+0.06° 9.26+0.01° 16.59+0.12° 20.27+0.01°

abcde\/alues expressed as mean * standard deviation; Means followed by different superscript letters in the same row differ significantly (Tukey Test, P < 0.05). 'Reino Cheese: R1 and R2
(manufactured from 40 to 45 days), R2 and R3 (manufactured from 60 to 65 days), R4 and R5 (manufactured from 80 to 85 days).2Aw: water activity.*TA: Titratable acidity. nd: not detected
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Table 2. Fatty-acid profile of six Reino cheese brands (R1 to R6).

82

Fatty acid Reino cheese'

(9/100 g) R1 R2 R3 R4 R5 R6
(C4:0) 7.16+0.01°  16.42+0.02° nd 16.89+0.02° 19.42+0.18° 13.50+0.05°
(C10:0) 0.7740.01° 1.65+0.02*® 0.23+0.01° 0.83%0.01° 0.55+0.00° 0.21+0.02
(C12:0) 3.61+0.01° 5.29+0.01° 4.97+0.01° 4.17+0.01° 3.22+0.03°  2.31+0.03f
(C14:0) 13.19+0.01" 16.04+0.03* 15.03+0.02° 13.96+0.02° 12.58+0.08° 9.58 +0.01°
(C14:1) 1.86+0.01° 2.37+0.02°  2.06+0.02° 1.74+0.01° 1.47+0.02° 1.48+0.01°
(C15:0) 1.70 £0.02° 2.19+0.03° 2.27#0.01* 1.50+0.08° 1.52+0.02° 1.27 +0.02°
(C16:0) 28.10£0.01° 22.76+0.03° 29.73+0.03* 28.28+0.02" 27.04+0.02° 25.93+0.02°
(C16:1) 2.21+0.01° 3.17+0.02° 3.67+0.01* 1.98+0.02° 2.08+0.09° 1.97+0.01°
(C17:0) 1.43+0.01*° 0.00£0.00°  0.00£0.00° 1.17+#0.01° 1.16+0.02° 1.25+0.02°
(C18:0) 10.06+0.02° 8.05+0.03°  9.13+0.02°  7.15+0.01"  7.53+0.04° 10.47+0.02°
(C18:1n9t) nd nd nd 0.82 +0.02° nd 0.73+0.02°
(C18:1n9c) 17.73+0.01° 10.92+0.02° 13.69+0.04* 13.66+0.02° 14.20+0.07° 19.50+0.02
(C18:2n6t) 1.08+0.01° nd nd nd nd 0.84+0.04°
(C18:2n6c) 1.23+0.02° nd 2.18+0.07°  1.40+0.08" 1.35+0.03°  1.45+0.02°
(C20:0) nd nd 4.03+0.02° nd nd 1.35+0.04
(C18:3n6) 1.67+0.01° nd nd nd 1.44+0.01°  1.05+0.02°
(C20:1) 1.14+0.00°  2.17+0.04 nd nd nd nd
(C18:3n3) 0.00£0.00°  0.00£0.00°  4.03%0.04*  0.00£0.00°  0.00£0.00°  0.00+0.00°
(C21:0) nd 3.02+0.03° nd 1.37+0.02" nd 1.48+0.01°
(C20:2) nd nd 3.05+0.01° nd nd 1.54+0.02"
(C22:0) 0.00£0.00°  0.00£0.00° 0.00+0.00° 2.25+0.04°  0.00£0.00°  2.01+0.02°
(C22:1n9) nd nd 2.33+0.02° nd 1.02+0.03° nd
(C20:3n3) 1.75+0.01°  2.97+0.02°  3.58+0.12° nd 1.50+0.05" nd
(C20:4n6) 1.66+0.01° nd nd nd nd 2.07+0.02°
(C23:0) nd 2.95+0.02° nd nd 1.62+0.05° nd
(C24:0) 3.64+0.02° nd nd 2.83+0.02° nd nd
(C24:1) 0.00+0.00"  0.00+0.00°  0.00+0.00°  0.00£0.00° 2.33+0.05*  0.00+0.00°
SCFAS’ 7.16+0.01°  16.42+0.02° nd 16.89+0.02° 19.42+0.18* 13.50+0.05
MCFASs® 4.38+0.01"  6.94+0.02° 521+0.02° 5.00+0.02° 3.77+0.03°  2.53+0.04'
LCFAs’ 88.46+0.02" 76.65+0.04° 94.78+0.02° 78.11+0.04° 76.81+0.19° 83.97+0.09°
SFAS® 69.68+0.04" 78.38+0.06" 65.40+0.07° 80.41+0.10° 74.64+0.18° 69.37+0.04°
MUFAs® 22.94+0.00° 18.66+0.06° 21.76+0.07° 18.20+0.04" 21.06+0.12° 23.68+0.03"
PUFAS’ 7.38+0.04"  2.97+0.02° 12.84+0.06° 1.40+0.08"  4.30+0.07"  6.95+0.04°
MUFAS/SFAs®  0.33£0.00°  0.24+0.00°  0.33+0.00°  0.23+0.00° 0.28+0.00°  0.34+0.00
PUFAs/SFAs®  0.11+0.00° 0.04+0.00°  0.20+0.00°  0.02+0.00"  0.06+0.00°  0.10+0.00°
DFAs™ 40.39+0.05° 29.68+0.07° 43.73+0.05* 26.77+0.25" 32.89+0.16° 41.10+0.02"
AlY 2.79+0.01° 4.26+0.02° 3.01+0.01° 4.51+0.02° 3.18+0.01°  2.29+0.00°
TIY 1.79+0.00° - 1.19+0.01°  2.90+0.01° 1.96+0.02°  1.86+0.00°

abtde \/alues expressed as mean + standard deviation; means followed by different superscript letters in the same row differ
significantly (Tukey Test, P < 0.05). nd: not detected. 'Reino Cheese: R1 and R2 (40 to 45 days of manufacture), R2 and R3 (60
to 65 days of manufacture), R4 and R5 (80 to 85 days of manufacture). 2SCFAs: Short-Chain Fatty Acids. *MCFAs: Medium-

Chain Fatty Acids. *LCFAs: Long-Chain Fatty Acids. °SFAs: Saturated Fatty Acids. ®MUFAs: Monounsaturated Fatty Acids.
"PUFAs: Polyunsaturated Fatty Acids. SMUFASs/SFAs: Monounsaturated Fatty Acids/ Saturated Fatty Acids. *PUFAS/SFASs:
Polyunsaturated Fatty Acids/Saturated Fatty Acids. °DFAs: Desirable Fatty Acids = MUFAs + PUFAs + C18:0 Al
Atherogenicity Index = [(C12: 0 + (4 x C14: 0) + C16: 0)] / -6 + @-3 + MUFAs + C18: 1. **TI: Thrombogenicity Index = (C14:
0 + C16: 0 + C18: 0)/(0.5 x (C18: 1 + MUFAS + ®-6) + (3 X ®-3) + (w-3 / ©-6)
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Figure 1. Reino cheese consumers’ frequency of consumption (A), ideal moment of
consumption (B), suggestions of changes in the characteristics of commercial cheeses
(C), preferred sensory attributes (D) and brand choice (E).
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Figure 2. Sensory analysis of six Reino cheese brands (R1 to R6).
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abed Means followed by different letters in the same column differ significantly (Tukey Test, P < 0.05). R1 and R2
(manufactured from 40 to 45 days), R2 and R3 (manufactured from 60 to 65 days), R4 and R5 (manufactured from
80 to 85 days). (A) External appearance, (B) Internal appearance, (C) Aroma, (D) Color, (E) Taste, (F) Texture.
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Figure 3. Sensory analysis of six Reino cheese brands (R1 to R6) and Spearman
correlation between attributes in the sensory analysis and consumers’ intention (D).
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abed Means followed by different letters in a column differ significantly (Tukey Test, P < 0.05). R1 and R2
(manufactured from 40 to 45 days), R2 and R3 (manufactured from 60 to 65 days), R4 and R5 (manufactured from
80 to 85 days). (A) Salt taste (B), Overall assessment, (C) Consumer Intention.
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Figure 4. Biplots based on the loading values of variables and scores of six of Reino

cheese brands (R1 to R6) considering the first two principal components (A) and K-
Means
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ARTIGO 2

NUTRITIONAL AND SENSORY QUALITY OF REINO CHEESE WITH FAT
REDUCTION AND PARTIAL REPLACEMENT OF NaCl BY KCI IN BRINE
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ABSTRACT

The objective of this study was to investigate the effects of fat reduction and partial
replacement of NaCl by KCI in brine on nutritional-quality and product-acceptance
parameters. A factorial design with two milk-fat levels (1.1% and 3.3%) was used,
which was combined with two levels of NaCl and KCI ratios (15:5 and 12:8 NaCIl:KCI)
and another additional treatment with 2.2% fat in milk and NaCl:KCI ratio
corresponding to 13.5:6.5. The largest reduction in milk fat percentage to 1.1% and
lower NaCl ratio (12:8 NaCIl:KCI) influenced the results of pH, fat in dry extract,
protein, proteolysis extension index, Na, NaCl, L*, adhesiveness, chewiness,
gumminess and monounsaturated fatty acids. The reduction in milk fat percentage to
2.2% combined with the replacement of 13.5:6.5 NaCl by KCI represented the
formulation with the best nutritional and sensory quality. In all formulations there was
the reduction in sodium in brine resulted in the variation of this mineral in cheese from
32.72% to 45.38% and a reduction in milk fat ranged from 3.90% to 59.74% compared

to commercial Reino cheese.

1. Introduction

The transformation of milk into fresh or ripened cheese is complex and diverse
(Fox, Guinne, Cogan, & McSweeney, 2017), which reflects the wide variety of cheeses
in the world with about 1,500 types described (Gobbetti, Neviani, & Fox, 2018). The
main steps in this process are acidification, coagulation, dehydration (clot cutting,
stirring, heating, salting and other operations that promote curd syneresis), hanging,

pressing and salting (Fox, McSweeney, Cogan, & Guinee, 2004). Finally, there is a
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product that is rich in nutrients, proteins, fatty acids, vitamins and minerals (Santiago-
Lopes et al., 2018).

Reino cheese is considered to be fine or special because of its European origin
and for deriving from the Edam cheese, which was packed in tin cans for protection
during long journeys. It had a drier mass, a darker color and a stronger flavor, and
because it was brought to Brazil by the Portuguese, it was referred to as being “from the
Kingdom (Reino)”. It was consumed and appreciated by the Portuguese court. Then, it
started to be industrially produced in Brazil and gained wide acceptance. Its
consumption became popular mainly in the northeastern region of the country, with
greater demand during the June and Christmas festivities (Amarante, 2015). The
nutritional composition of Reino cheese per every 100 g of its edible parts is as follows:
24.9 g or 33% of the required daily value (DV) of protein; 2.2 g or 3% of the
carbohydrate DV; 27.4 g or 50% of the total lipid DV; 17.6 g of 80% of the saturated
fatty-acid DV; 819 mg or 34% of the sodium DV and total caloric value of 356 kcal
(Brazil, 2011a).

Salting is one of the most important stages of cheese processing because it
affects enzymatic activity, controls microbial growth, reduces the water activity value,
helps with casein and milk-fat concentration through dehydration, extends the shelf life
of the product and contributes to the formation of the taste and texture of the cheese.
The amount of salt absorbed in cheese depends on brine concentration, product
geometry, salting time, curd and brine temperature, curd pH and curd composition
(Guinee & Fox, 2004). Some cheeses, such as Reino, undergo ripening, which is when
biochemical and microbiological changes occur (Fox et al. 2015) that contribute to the

sensory quality of the product.
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Due to its high fat and sodium content, Reino cheese is not indicated for daily
consumption. National and international programs have developed consumers’
awareness of the negative effects of the excessive consumption of these ingredients, as
they may increase the occurrence of hypertension, cardiovascular disease, chronic
diseases and death (McCarthy, Wilkinson, & Guinee, 2016), thus becoming public
health problems. In fact, in 2013 hypertension affected 31.2 million Brazilians aged 18
years old and over (Brazil, 2017), and consumers worldwide are increasingly seeking a
healthy lifestyle. As a result manufacturers are working with ingredients and
formulations that generate innovative products (Bigliardi & Galati, 2013).

Reformulating cheeses with reduced sodium and fat content seems to be an
alternative to meeting consumer demands for healthier products while still maintaining
their nutritional characteristics, as most daily salt intake derives from processed foods
with about 75% sodium compared to less than 10% in natural foods (Carmi &
Benjamin, 2016). However, reducing these components in cheese causes some
undesirable changes, as fat reduction, for instance, can cause changes in texture, making
it excessively firm and rubbery, as well as in color and taste sensory characteristics
(Urgu, Turk, Unlitirk, Kaymak-Ertekin, & Koca, 2019). Replacing NaCl with
potassium chloride (KCI), which is the preferred method of reducing sodium in cheese,
can result in bitter and metallic taste, soft and pasty texture (Cruz et al., 2011).

Given the above, the reduction of fat and salt in Reino cheese requires the
conduction of physical-chemical and sensory tests in order to understand the
consumer’s perception of the characteristics of the reformulated product. Consumers’
judgment provides information that enables manufacturers and researchers to identify
the intensity of changes and whether they result in a product with good acceptance.

Thus, the objective of this study was to investigate the effects of fat reduction and
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partial substitution of NaCl by KCI on the quality and acceptability parameters of Reino

cheese.

2. Materials e Methods

2.1. Raw Material and Ingredients

The milk used in processing Reino cheese was purchased from a company in the
beef industry with a distributor in the city of Jodo Pessoa/PB. One hundred and seventy-
two liters of milk from the same batch were used. They were transported in high-density
polyethylene containers and kept refrigerated (temperature 8 £ 2 °C). Reino cheese was
made using commercial lyophilized cultures of Lactobacillus helveticus (LH-B02),
type-O homofermentative mesophilic cultures (R-704) and aromatic mesophilic cultures
(CHN-22), as well as annatto dye and coagulant (CHY-MAX® Extra). These ingredients
were kindly provided by Chr. Hansen® (Chr. Hansen, Valinhos, Sdo Paulo, Brazil). The
40% liquid calcium chloride (Rica Nata Industria e Comércio Ltda., Piracema, Minas
Gerais, Brazil) and natamycin (Sacco Comércio, Importacdo e Exportacdo de Alimentos

Ltda., Campinas, Sdo Paulo, Brazil) were purchased.

2.2. Reino cheese production

2.2.1. Experimental design

In processing Reino cheese with fat reduction in milk (F) and partial

replacement of NaCl by KCI in brine (N), a factorial design (2 x 2 + 1) was used with
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two milk fat concentrations (3.3% and 1.1%) versus two different NaCl:KCl ratios (15:5
and 12:8), with an additional treatment (2.2% F with 13.5:6.5 NaCl: KCI), totaling 5

treatments. The quantity of the ingredients was established based on preliminary tests.

2.2.2. Brine preparation

Brine consisted of 80% drinking water and 20% salts, whose proportions varied
according to the experimental design, using NaCl (North Saline S/A, Mossord, Rio
Grande do Norte, Brazil) and KCI (Contemporary Chemical Dynamics Ltda.,
Indaiatuba, Sao Paulo, Brazil). The solution was heated from low heat to boiling, and
after 20 minutes, the concentration was measured (°Baumé). The supersaturated
solution (19 °Baumé) was cooled to 10 °C and filtered to remove possible residues, and

then identified and stored.

2.2.3. Processing

The processing of Reino cheese with fat reduction and partial substitution of
NaCl by KCI was performed according to the methodology suggested by Amarante
(2015) and Taveira, Costa, Costa Jr, Sobral, & Paula (2015) with adaptations (Figure 1).
Milk fat content was standardized according to the experimental design (from 1.1%,
2.2% and 3.3% fat) using a centrifugal creamer (Westfalia, model Mth 50, Oelde,
Germany).

The milk was pasteurized at 65 °C/30 minutes, cooled to 34 °C and transferred
to the manufacturing tank. Mesophilic starter cultures were added and incubated at 34 +

2 °C/30 minutes. Annatto dye (0.36/L), 50% calcium chloride (0.45/L) and coagulant (6
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mL/100 L) were added and allowed to coagulate (34 + 2 °C/40 minutes). The curd was
then cut into cubes with edges of 2 to 3 cm.

The first stirring occurred slowly for 15 minutes. The partial desorption process
was performed with 30% whey (v/v) removal in relation to the initial milk volume. The
amount of approximately 20% (v/v) hot water (80 °C) was progressively added to the
curd under continuous stirring to increase the temperature, at the rate of 1 °C every 2
minutes, to a temperature of 43 + 2 °C/35 minutes. All the whey was drained, the curd
was pre-pressed for 10 minutes, shaped and pressed into spherical shapes for 20 minutes
and then for 12 hours, weighing 25 kg. Brine salting occurred at 15 = 2 °C/17 hours
according to previous tests.

The cheeses were bathed with natamycin (50 g/L) after salting and then placed
in a chamber (5 °C and 55% relative moisture) for 10 days for drying and turned daily.
After this period, the cheeses were vacuum packed in high-density polyethylene
packages and ripened in a chamber (5 °C, 55% relative moisture) for 60 days to develop

the characteristic taste and odor of the product, as indicated in the Brazilian legislation.

2.3. Microbiological and physicochemical analyzes in milk and microbiological in

cheese

2.3.1. Milk

The bovine milk used as raw material was analyzed according to Normative
Instruction no. 62 dated December 29, 2011 (Brazil, 2011b) for the physicochemical
characteristics of fat (% w/w) (method no. 2000.18) and acidity in lactic acid (method

no. 920.124), according to AOAC (2005). pH was determined using a digital
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potentiometer (Tecnal, model TEC-5, Piracicaba, Sdo Paulo, Brazil). Density at 15 °C
was measured directly by a thermolactodensimeter (Incoterm Industria de
Thermometers Ltda., Porto Alegre, Brazil). Microbiological analyses (standard plate
count (CFU/mL) for coliforms, MPN/mL (30/35 °C); coliforms, MPN/mL (45 °C) and

Salmonella sp. /25 mL) were performed as recommended by APHA (2001).

2.3.2. Cheese

Microbiological analyses of the cheese were carried out after 40 days of ripening
to ensure food safety, according to Resolution no. 12 dated January 2, 2001 (Brazil,
2001), by enumerating coliforms at 45 °C/g, coagulase-positive Staphylococcus and the
detection of the presence of Salmonella sp./25 g by following the methodology

described by APHA (2001).

2.4. Determination of response variables in cheese processing

All the analyses of the response variables were conducted after 60 days of

ripening. Physicochemical analyses were performed in triplicate, and the analyses of

instrumental texture and instrumental color were performed in quintuplicate. Results

were expressed as the means of the tests followed by their standard deviations.

2.4.1. Sensory evaluation

The sensory analysis was submitted to and approved by the Research Ethics

Committee of the Health Sciences Center of the Federal University of Paraiba (UFPB),
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Paraiba State, Brazil (Certificate of Presentation for Ethical Appreciation- no.
85379418.4.0000.5188; Registration: 022.250/2018), as acknowledged by the National
Research Ethics Commission.

Referees were recruited by applying a questionnaire considering Reino cheese
consumption and the absence of diseases related to sodium, fat and lactose
consumption. Eighty consumers over 18 years old participated in the sensory analysis,
and the group comprised students, employees and visitors to the Federal University of
Paraiba, Campus I. After the Informed Consent Form had been signed, the session was
started as described by ISO 8589: 2007 (ISO, 2007).

The pieces of Reino cheese were cut using an industrial slicer (Braesi, model
CFBA-030/1, Rio Grande do Sul, Brazil) so as to obtain approximately 2-mm thick
slices, which were then cut into a triangular shape by a stainless-steel mold,
disregarding the peel. The samples were kept refrigerated (5 + 1 °C) until the test was
performed. The cheese slices were placed on previously coded disposable Petri dishes
with three random digits, and sensory analysis was performed in individual booths, with
controlled illumination (white) and temperature of 25 + 1 °C. Samples were distributed
in a monadic random fashion, with a design following complete balanced blocks
accompanied by water and soda crackers.

The acceptance test evaluated the attributes appearance, color, aroma, texture,
flavor and global acceptance by using a nine-point verbal-category hedonic scale, with
scores ranging from 1 (disliked very much) to 9 (liked very much). The ideal scale with
values ranging from 1 (extremely less than ideal) to 9 (extremely more than ideal) was
also applied to know the opinions about the items: intensity of yellow color,
characteristic aroma, characteristic flavor, succulence, salty taste and bitter taste. The

product consumption intention was evaluated using a five-point structured scale ranging
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from 1 (certainly would not consume) to 5 (certainly would consume), according to

Dutcosky’s methodology (2013).

2.4.2. Determination of physicochemical properties

The physicochemical analyses used for the response variables were: water
activity (Aw) (method no. 978.18), moisture (method no. 925.09), ashes (method no.
930.30), fat (method no. 2000.18), fat in the dry extract (method no. 925.23) and protein
(method no. 939.02), following the AOAC methodology (2005). pH was determined

using a digital potentiometer (Tecnal®, model TEC-5, Piracicaba, Sdo Paulo, Brazil).

2.4.3. Proteolysis determination

Total nitrogen (TN), trichloroacetic acid (TCA), soluble nitrogen (SN) was
determined by the Kjeldahl method multiplied by factor (6.38) (AOAC, 2005). The
soluble nitrogen (SN) content at pH 4.6 was determined according to Andreatta et al.
(2007). Proteolysis was evaluated according to the extent of the proteolysis index (EPI)

and depth of the proteolysis index (DPI) were calculated following Equations 1 and 2:

Ep = 2P0, 40 (Eq.1)
TN
DpPI = TR 2 100 (Eq.2)
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2.4.4. Mineral analysis

The samples were submitted to nitroperchloric digestion according to the
methodology by Sarruge and Haag (1974) and read on an optical emission spectrometer
with inductively coupled plasma (ICP-OES; Perkin Elmer Model Optima 8300 DV,
PerkinElmer, California, USA). The equipment was calibrated with multi-elemental
solution in the same matrix as that of samples at different concentration ranges to detect

phosphorus (P), potassium (K) and calcium (Ca).

2.4.5. Determination of instrumental color

The determination of instrumental color was performed using a Minolta digital
colorimeter (Model CR-300; Minolta, Osaka, Japan). The lightness (L*), red/green (a*)
and yellow/blue (b*) parameters were determined according to the CIE system (1996).

The equipment was previously calibrated and color coordinate measurements
were performed on the inside of the cheese immediately after removing the packaging
for analysis according to the methodology by Sheehan, O’Cuinn, FitzGerald, &

Wilkinson (2009).

2.4.6. Instrumental texture

The texture profile of Reino cheese was determined on a texture analyzer
(Ametek Brookfield, Massachusetts, USA). The cheeses were diced (1.5 x 1.5 x 1.5
cm). In the experiment, 50% of their original height was compressed at a speed of

mm/min. A 50-mm probe was used. After a 5-s pause, the probe rose at a speed of 24.00
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mm/min until it returned to its original height, according to the methodology described

by Wang et al. (2011).

2.4.7. Determination of the fatty-acid profile

The fatty-acid profile was obtained by lipid extraction according to the
methodology described by Folch, Less and Stanley (1957), and then the fat with solvent
was submitted to evaporation with nitrogen gas. The fat obtained underwent the methyl
esterification process according to the methodology described by Hartman and Lago
(1973) and fatty-acid quantification was obtained using a calibration curve with methyl
ester standards (Supelco® 37 Component FAME Mix). Analysis was performed on a
gas-chromatography and mass-spectrometry system (GC-MS-QP2010, Shimadzu,
Kyoto, Japan) using a Durabound DB-23 column (30 m x 0.25 mm x 0.25 um). Injector
and detector temperatures were set at 230 °C and column temperature at 90 °C. The
elution gradient on the column was 90 to 150 °C (10 °C/min), 150 to 200 °C (2 °C/min),
200 to 230 °C (10 °C/min) at one total run time of 34 minutes with a split/splitless of
100. The carrier gas was helium with total flow of 187.2 mL/min; the gas flow in the
column was 1.82 mL/min.

Atherogenicity (Al) and thrombogenicity (T1) indexes were calculated according

to Equations 3 and 4 (Ulbricht & Southgate, 1991).

_ C12:0+(4 x C14:0)+C16:0 (Eq.3)
T w6+ »3+MUFAs+C18:1 9.

Al

C14:0+C16:0+C18:0

TI = (Eq.4)

" 0.5 x (C18:1+MUFAs+ ©6)+(3 x w3)+i—z
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The desirable fatty-acid percentage (DFA) was calculated according to Equation
5 using the sum of monounsaturated (MUFA), polyunsaturated (PUFA) and stearic acid

(C18:0) (Barac¢ et al., 2018).

DFA = MUFA + PUFA + C18: 0 (Eq.5)

2.5. Statistical analysis

Data were submitted to univariate ANOVA and the means of each treatment
were compared with those of the additional treatment (2.2% milk and 13.5:6.5 for the
NaClL:KCl ratio) by Dunnett’s test with p < 0.05. Sequentially, bivariate ANOVA was
applied to test the main effects (fat and NaCl:KCI ratio) and their interaction. The
residual mean square of the univariate ANOVA was used for the bivariate ANOVA
tests.

Significant differences were reported for P < 0.05. Sensory analysis data were
analyzed using a generalized linear model considering the multinomial distribution and
the link equal to cumulative logit, comparing the probability of distribution of the
categories by Tukey’s test (Schabenberger & Pierce, 2001). These analyses were
performed using SAS® University Edition (2015).

Spearman’s nonparametric correlation was applied to correlate sensory data.
Principal Component Analysis (PCA) and cluster analysis using the K-Means
Clustering method were performed. The JMP® Pro 13 program was used for

multivariate analysis.
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3. Results and discussion

3.1 Physicochemical and microbiological quality of milk and microbiological quality of

Reino cheese

The properties of milk after heat treatment met the specifications in the Brazilian
legislation regarding the parameters of density at 15 °C, titratable acidity, pH and fat,
indicating that the milk was suitable for cheese processing. It was also observed that the
five milk samples analyzed were within the Brazilian legal limit for coliforms (30/35
°C) (<3.0 MPN/mL), coliforms (45 °C) (<3.0 MPN/mL), Salmonella sp./25 mL
(absence) and standard plate count (<1.0 x 103 CFU/mL) (Brazil, 2011b).

The values for all microbiological parameters indicated that the five cheese
samples met the standard established by the Brazilian legislation for coliforms at 45 °C
(MPN/g) (<3.0), Staphylococcus (CFU/g) (10%) and Salmonella sp./25 g (absence)

(Brazil, 2001).

3.3. Physicochemical analysis results

The effect of milk fat reduction and partial replacement of NaCl by KCI in brine
on the physicochemical properties, mineral content and color of Reino cheese are
presented in Table 1.

The treatment with greater replacement of NaCl by KCI (12:8 NaCl:KCl) and
lower milk fat content (1.1%) resulted in cheeses with higher moisture content 52.13 +
0.26% w/w. Possibly the substitution of sodium by potassium favored casein hydration,

making the product more pasty (Khetra, Kanawjia, Puri, Kumar, & Meena, 2018). The
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moisture content observed in this study allowed to characterize the cheeses as having
high moisture, generally known as soft or soft mass (Brazil, 1996). However, increasing
milk fat continuously reduced the moisture content of the cheese. Thus, the combination
of 3.3% milk fat with 15:5 NaCIl:KCI resulted in the lowest moisture content 46.12 +
0.10% wi/w.

Traditionally, Reino cheese has high sodium content and low water activity. It
resembles Pecorino Romano cheese, which at different ripening times, had average
water activity values ranging from 0.837 + 0.011 to 0.863 + 0.007 (Addis et al., 2015).
In this study, variations in milk fat concentrations as well as the replacement of NaCl by
KCI did not significantly influence the water activity (Aw) of Reino cheese, whose high
mean values may have contributed to increase the activity of microorganisms, enzymes
and proteolysis (Fenelon & Guinee, 2000).

The reduction in milk fat resulted in lower-lipid-content cheeses as expected. In
addition, the replacement of NaCl by KCI also influenced the lipid content as it caused
increased moisture and thus decreased fat concentration due to the dilution of this
component in cheese mass, as reported by Rulikowska et al. (2013). Treatments with
the lowest milk fat content (1.1% and 2.2%) showed mean values of fat in dry extract
ranging from 23.05 £+ 0.17% to 38.93 + 1.58% m/m, and this result characterizes the
product as semi-fat and lean, respectively, although Brazilian legislation standardizes
the dry fat content of Reino cheese at a minimum of 45.00% and a maximum of 59.90%
w/w (Brazil, 2018).

Total treatment fat ranged from 11.03 £ 0.03% to 26.33 £ 0.29% m/m, which
corresponds to a reduction from 3.90% to 59.74% when compared to the total fat
content (27.4% g/100 g m/m) of commercial Reino cheese (Brazil, 2011a). It is noted

that the combination of 1,1% milk fat with 12:8 NaCl:KCI in brine favored lower fat
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and fat content in the dry extract, indicating that these combinations result in healthier
cheeses in terms of final lower lipid levels.

The ash result of Reino cheese showed similar behavior to that observed by
Rulikowska et al. (2013) for Cheddar cheese, as the increase in sodium concentration
(from 1.25% to 3.00%) directly reflected the increase in ash content, which ranged from
3.02 + 0.30% to 4.04 £ 0.30% m/m.

When the fat content was low (1.1%), the replacement of NaCl by KCI resulted
in a higher Proteolysis Extension Index (EPI). On the other hand, when the fat content
in milk was high (3.3%), the highest EPI was observed for cheese made with the highest
concentration of NaCl in brine (15%). The ripening conditions employed in order to
reduce the speed of proteolysis, as well as lipolysis and microorganism proliferation in
Reino cheeses with fat reduction and partial replacement of NaCl by KCI (5 °C for 60
days) allowed for low values of the Proteolysis Extension Index (from 3.05 + 0.02% to
7.03 = 0.08%).

The replacement of NaCl by KCI resulted in the highest Proteolysis Depth Index
(DPI) regardless of fat concentration, while the increase in fat content increased DPI
regardless of NaCl and KCI combinations in brine. Low DPI values (from 3.16 + 0.01%
to 3.92 + 0.01%) may also have been influenced by the low temperature during
ripening. A study by Perna, Simonetti, Intaglietta, & Gambacorta (2014) reported
similar results in Caciocavallo cheese produced with bovine milk, after 60 days of
ripening at a temperature of 10 to 12 °C, whose mean values for the Extension Index
and Depth Index were 4.70 and 2.68, respectively. Soodam, Ong, Powell, Kentish, &
Gras (2017), when ripening Cheddar cheese at higher temperatures - 20 °C, found
increased protein solubilization, increased proteolysis and maintenance of fat

agglomeration due to restrictions on the protein network.
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It was observed that the reduction in sodium in brine resulted in the variation of
this mineral in cheese from 32.72% to 45.38%, which represents a reduction of more
than 25% of sodium when these values are compared with Reino cheese (Brazil, 2011a).
No perception of metallic or bitter aftertaste common to the use of KCI (Grummer et al.
2013). Making it possible to classify sodium-reduced cheeses as light cheeses according
to the Brazilian legislation (Brazil, 2012).

The World Health Organization (2012) recommends a maximum consumption
of 5 g of NaCl per day for adults. The processed Reino cheese samples presented mean
values ranging from 0.77 + 0.01g to 0.94 £ 0.01g of NaCl in 100 g of cheese, which
represents 15.4% to 18.8% of the maximum recommended daily sodium chloride
intake. On the other hand, Reino cheese brands present about 2.1 g of NaCl in 100 g of
cheese (Brazil, 2011a), which represents 42% of the recommended maximum
consumption of sodium chloride. According to McCarthy, Wilkinson, Kelly, & Guinee
(2016), Cheddar cheese made by using 100% NaCl brine showed 1.9% m/m NacCl,
which is 38% of the maximum recommended by WHO considering a daily consumption
of 100 g of cheese. This example confirms that traditional brine-ripened cheeses should
have their sodium chloride values reduced on the basis of this recommendation in order
to make them healthier for the consumer.

Experimental Reino cheese samples showed an increase in potassium levels
ranging from 584.57% to 961.43% in relation to the content found in commercial Reino
cheese (121 mg/100 g) (Brazil, 2011a). This corresponds to 20.15% to 33.14% of the
recommended daily dietary potassium intake, which is 3,500 mg (WHO, 2012).
Potassium ingestion may decrease the inductive effect of sodium and hypertension,
decrease urinary calcium excretion, and thus potentially protect skeletal mass (Kamleh

etal., 2012).
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Lower calcium values than those in this study were found by O’Mahony et al.
(2005) when analyzing Cheddar cheese with a calcium content of 852 mg/100 g.
Calcium was positively correlated with ash content (r = 0.88; Figure 2). Thus, it was
the main constituent of the Reino cheese mineral fraction.

Cheeses with higher milk fat content (3.3%) and a higher percentage of brine
NaCl (15:5 NaCIl:KClI ratio) showed a higher L* value (75.17 + 0.46), a less reddish
color (lower value of a* = 10.12) and intense yellow coloration (high b* = 49.33),
which was possibly due to the higher content of beta carotene in milk fat (Tian,
Pitchford, Morris, Cullen, & Bottema, 2010). Decreased fat levels reduced L* values,
increased the reddish color (higher a* values) and reduced the yellowish color (lower b*
values) when NaCl was high in brine (15:5 NaCl:KCI), which may have been affected
by higher moisture resulting in lower dye concentration. In turn, replacing NaCl with
KCI reduced L* values, except when milk fat was very low (1.1%), continuously
increased a* values, thus intensifying the reddish coloration, and increased the b* value
when fat in milk was low (1.1%).

Variations in cheese fat content showed strong positive correlation (r = 0.88)
with L* values, strong negative correlation (r = -0.89) with a* values, and moderate
positive correlation (r = 0.56) with b* values (Figure 2). In turn, the variations in the
contents of K and Na showed moderate and negative correlation (r = -0.68 and r = -0.67,
respectively) with L* values, strong and positive correlation (r = 0.73) and moderate
positive (r = 0.55), respectively, with a* values, in addition to Na presenting moderate
and negative correlation (r = -0.69) with b*. These results together confirm the strong
influence that milk fat content, NaCl and KCI contents in brine, and consequently Na

and K in cheese, have on the coloration of Reino cheese.
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Additionally, we can observe that the effects can be antagonistic, in the case of
fat and NaCl replacement in brine, or complementary, when we favor the accumulation
of both Na and K in the cheese, indicating that the selection of cheeses with desired
coloration should not only consider the concentration of one of these factors

individually, but the interaction of both (fat, NaCl and KClI).

3.4. Instrumental texture

In the formulation with 3.3% milk fat, the change in the NaCl:KCI ratio from
15:5 to 12:8 caused a hardness reduction of 38.64%, while the milk fat 1.1% sample
with the same ratio change for NaCl replacement by KCI favored a hardness reduction
of 13.53% (Table 2), thus showing that the replacement of NaCl by KCI in brine results
in milder Reino cheeses, and this may be justified by the fact that KCI modifies protein
hydration properties (Khetra, Kanawjia, Puri, Kumar, & Meena, 2018). In addition,
lower milk fat concentrations substantially increase cheese hardness, as fat acts as a
lubricant and can break down the protein matrix to make cheese milder (Koca & Metin,
2004).

The highest hardness observed in the cheeses that were made was 37.53 + 0.08N
for the 15:5 NaCl:KCI combinations with 1.1% fat, while the lowest hardness was 13.29
+ 0.08N in the 12:8 NaCl:KCI treatment and 3.3% fat, corresponding to a reduction of
64.59%. The variations in the hardness of Reino cheese showed moderate and positive
correlation with moisture, strong and positive with ash content and protein content (r =
0.68, 0.81 and 0.81 respectively), as well as a strong and negative correlation with fat
content and DPI (r = -0.70 and -0.88 respectively), but showed no significant correlation

with Ca content, suggesting that proteolysis together with moisture and fat are mainly
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responsible for the changes in Reino cheese hardness. Wang et al. (2011) also reported
that proteolysis was important for the texture of Cheddar cheeses, while Ca balance
showed no effect.

In addition to reducing hardness, the increase in milk fat percentage promoted a
significant decrease (P < 0.05) in elasticity, gumminess, chewiness, cohesiveness and
fracturability at both NaCl:KCI levels (Table 2). Partial replacement of NaCl by KCI
also reduced adhesiveness when milk fat levels were high (3.3%); reduced gumminess
and chewiness when milk fat levels were low (1.1%) as well as reduced fracturability at

both fat levels.

3.5. Fatty acid profile

The fatty acid profile of Reino cheese as a function of milk fat and different
NaCl:KCI ratios is shown in Table 3. Thirteen fatty acids were identified, of which
eight were saturated (SFA), four monounsaturated (MUFA) and one polyunsaturated
(PUFA). The presence of short-chain fatty acids (C2-C4) was not observed. Medium-
chain (C8-C12) fatty acids ranged from 3.81 £ 0.06 to 7.14 + 0.10 g/100 g of fatty acids
and long-chain (C14-C24) fatty acids from 92.86 + 0.10 to 96.19 + 0.06 g/100 g of fatty
acids, as classified by Matera et al. (2018). Reduction in the amount of short- and
medium-chain fatty acids due to milk creaming results in ripened cheeses with less
intense aroma and flavor, as components such as esters, aldehydes, alcohols and ketones
will be present in smaller quantities (Fuente, Fontecha, & Juarez, 1993).

Higher NaCl concentration in relation to KCI as well as increased fat in milk
resulted in higher saturated fatty acid content. Thus, the lowest SFA content was

64.24% = 0.06 g/100 g of fatty acids, observed for the combination of 1.1% milk fat
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with a 12:8 NaCl:KCI ratio, while the highest value was 68.52% + 0.11, observed for
the combination of 3.3% milk fat with a 15:5 NaCl:KClI ratio. In this context, myristic
acid (C14:0), palmitic acid (C16:0) and stearic acid (C18:0) were predominant in all
samples, which is a characteristic of cheeses made from bovine milk (Kala¢ &
Samkova, 2010).

Some saturated fatty acids (SFASs), such as lauric (C12:0), myristic (C14:0) and
palmitic (C16:0) acids, in addition to trans fatty acids, may be responsible for the
increase of coronary artery disease (Lenighan, McNulty, & Roche, 2019).

In turn, monounsaturated fatty acids increased with the reduction in milk fat
concentration, and polyunsaturated fatty acids were not influenced by milk fat content
when combined with a higher NaCl (15:5 NaCl:KCI) concentration. Additionally,
greater replacement of NaCl by KCI resulted in higher MUFA and PUFA contents for
both fat concentrations. Monounsaturated and polyunsaturated fatty acids have a
hypocholesterolemic effect because they act by reducing blood cholesterol levels, so
they should be considered when assessing the lipid profiles of food (Rodriguez-Alcala,
Villar-Tajadura, Juarez, & Fontecha, 2013).

Appropriate atherogenicity (Al) and thrombogenicity (T1) values should be less
than or close to 1, as this will prevent platelet aggregation and coronary disease (Turan,
Sonmez, & Kaya, 2007). The Reino cheeses produced presented mean Al values
ranging from 1.98 £ 0.01 to 2.39 £ 0.02 and T1 from 1.73 £ 0.00 to 2.02 £ 0.01. A study
by O’Callaghan et al. (2017) on Cheddar cheese reported mean values of atherogenicity
indexes ranging from 2.84 £ 0.23 to 3.29 + 0.04 and thrombogenicity ranging from 2.78
+ 0.19 to 3.92 £ 0.05, which were higher than those found in this study.

The values found for the polyunsaturated-fatty-acid:saturated-fatty-acid ratio

(PUFA:SFA) in Reino cheeses were 0.03 for all samples. This relationship is used to
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evaluate the nutritional value of fat in foods, and values below 0.45 have been
considered undesirable in diet due to their relationship with cardiovascular diseases and
cancers (Simopoulos, 2016). Thus, future studies should seek new techniques for
reincorporating short-chain fatty acids and reducing the content of medium- and long-
chain fatty acids.

The replacement of NaCl by KCI (12:8) showed the highest mean values of
desirable fatty acid (DFA) content, ranging from 53.54% + 0.13 to 54.00% + 0.09 for
formulations with 3.3% and 1.1% milk fat, respectively. The best lipid index for human
health was observed for the combination of 1.1% milk fat with 12:8 NaCl:KCl, as it
showed higher DFA 54.00% + 0.09 g/100 g and lower Al 1.98% + 0.01g/100 g and TI
1.73% + 0.00 g/100 g, confirming once again that lower fat content in milk is important

in making healthier Reino cheese.

3.6. Sensory

The changes in the sensory profile of Reino cheese as a function of different
milk fat concentrations combined with different NaCl:KCI ratios in brine are shown in
Figures 3 and 4, including the probabilities of the scores attributed to each cheese. It is
noteworthy that the scores range from 1 to 9 and respectively represent the categories:
“disliked very much” and “liked very much”. In this context, low milk fat (1.1%)
combined with 12:8 NaCl:KCI resulted in low-scoring cheeses for global acceptance,
appearance, color, texture and flavor (Figure 3A to F, except C), as well as for
succulence, characteristic taste and salty taste (Figure 4C, D and E, respectively). Thus,

a lower percentage of fat in milk resulted in cheeses with lower probabilities of
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consumption intention (Figure 5A), and this effect was observed even when combined
with a higher NaCl concentration than that of KCI (15:5).

When milk fat was 3.3%, the cheeses received high scores for global acceptance,
appearance, aroma, color, texture, flavor, characteristic yellow color, succulence,
characteristic taste and salty taste. It is noteworthy that these results were observed even
when the brine NaCl:KCI ratio was 12:8, indicating that replacing NaCl with KCI in
brine did not detract from the quality of Reino cheese combined with high fat levels. In
addition, cheeses from these treatments received higher scores for consumption
intention. In fact, the correlation analysis in Figure 4B reveals that the consumption
intention of Reino cheese is positively correlated with its sensory characteristics of
appearance and taste, except for the characteristic yellow color.

It is also noteworthy that the combination of 13.5:6.5 NaCl:KCI with 2.2% fat
did not differ significantly from treatments with higher fat percentage, therefore, it
resulted in cheeses with high sensory acceptance and higher consumption intention.
Reducing milk fat percentage up to 2.2% combined with the replacement of NaCl by
KClI in brine up to 13.5:6.5 represents an alternative to obtain medium-fat Reino cheese,
lower Na and NaCl concentration, as well as satisfactory sensory quality and high

consumption intention.

4. Conclusion

The results of Reino cheese with fat reduction and partial replacement of NaCl
by KCI allowed for the analysis of the physicochemical and nutritional characteristics
that led to good sensory acceptance of the product. The formulation with 3.3% milk fat

content received high scores for global acceptance, appearance, aroma, color, texture,
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taste, characteristic yellow color, succulence, characteristic taste and salty taste, even
when the NaCl:KCl ratio was 12:8, thus indicating that the replacement of NaCl by KCI
in brine did not detract from the quality of Reino cheese combined with high fat levels.
In all formulations there was the reduction in sodium in brine resulted in the variation of
this mineral in cheese from 32.72% to 45.38% and a reduction in milk fat ranged from
3.90% to 59.74% compared to commercial Reino cheese.The reduction in milk fat
percentage up to 2.2% combined with the replacement of NaCl by KCI in brine up to
13.5:6.5 is an alternative for obtaining medium-fat Reino cheese, medium values of
atherogenicity and thrombogenicity, lower concentration of Na and NaCl, as well as
satisfactory sensory quality and high consumption intention. The study has contributed
to a new formulation of Reino cheese to meet consumers’ demands for healthier foods

and thus help boost the ripened cheese market.
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Table 1 - Effect of milk-fat reduction and partial replacement of NaCl by KCI on the

physical-chemical characteristics of Reino cheese.

Variables

NaCl:KCl

Fat content of milk (%)

Milk with 2.2% fat +

1.1 3.3 13.5:6.5 of NaCl:KCI
12:8 6.88+0.01%* 6.69+0.02*"8
pH 15:5 6.86+0.03* 6.83+0.02** 6.89+0.02
12:8 0.98+0.00™ 0.98+0.01
AW 15:5 0.97+0.00 0.97+0.00 0.97+0.00
. 12:8 52.13+0.26**% 48.13+0.17*%®
0,
Moisture (%) 155 51.10+0.01*°A  46.12+0.10%8  7-34%0.18
12:8 4.77+0.00**4 3.72+0.00*%
0,
Ashes (%) 15:5 4.71+0,01% 3.68+0.01% 4.1720.01
. 12:8 11.03+0.03*"® 25.67+0.58*""
0,
Lipids (%) 155 15.00£0.01%®  26.33:029%a  20-50%0.87
12:8 23.05+0.17*" 49.65+1.21*A
FDM 15:5 30.74+0.02*% 48.87+0.45*A 38.93£1.58
Protein (%) 12:8 30.83+0.10** 22.66+0.38*2 26.74+0.59
15:5 30.49+0.13** 23.45+0.27*%
12:8 3.05+0.02% 3.64+0.06*""
0,
EPI (%) 155 2.86£0.02%  7.03:0.08%A  o15F0.02
12:8 3.39+0.01% 3.92+0.01*%
0,
DPI (%) 155 3.16£0.01*  3.63:0,01%0A 402012
B 12:8 1163.33+34.12**" 907.33+9.50*%®
K (mg.100g™) 155 806.33+15.50°  707.33+13,50%8 000¥29.57
4 12:8 333.67+14.84*"%  303.33+4.51*®
Na (mg.100g7) 155 3716744734  310.33+1550%8 208.00+8.00
4 12:8 2.21+0.06** 1.73+0.18*%°
KCI (g-100g97) 155 1.53+0.03% 1.34:+0.25%%8 1.5+0.56
4 12:8 0.8440.03*™ 0.77+0.01**®
NaCl (9.10097) 155 0.04+0.01**  0.81+0.03*® 0.68+20.34
4 12:8 2085+65.00***  1553.00+73.00%®
Ca (mg.100g7) 155 1779.33:9.50*%%  1260.00+58.00+8 °077-33%13.50
12:8 65.06+0.22*% 70.92+0.54*°A
*
L 15:5 65.46+0.39*% 75.17+0.46%% 72.98+0.36
12:8 13.58+0.12** 11.81+0.19**
*
a 155 13.22+0.08**  10.12¢0.11%8  11:34£0.04
12:8 48.10+0.40% 48.54+0.49%A
*
b 155 45355090  49.33:030% 4859037

*Values are the mean + SD; means are significantly different from those in the additional treatment (milk with 2.2%

fat + 2.08 of NaCl:KCI), according to Dunnett’s test P < 0.05). ***EMeans with different superscript lowercase

letters in the same column and with different superscript uppercase letters in the same row differ significantly (t test,
P < 0.05). ns- Non-significant F test (P < 0.05). S**- Variation of NaCl and KCI salts in the brine at 19° Baumé.

FDM - Fat in dry matter; EPI - Extent of proteolysis; DPI - Depth of proteolysis indexes.



118

Table 2 - Effect of milk-fat reduction and partial replacement of NaCl by KCI on the

instrumental-texture profile of Reino cheese.

Fat content of milk (%)

Milk with 2.2% fat +

Variables NaCEKCl =3 33 13.5:6.5 of NaCl:KCl
B BT LR e
Adhesiveness (mJ) ﬁg iggiggg:: ;égigigﬁ 0.900.00
conom GO SR gy
Cheniness (0 e saabiore sopsmzare 1429038
e o SRy
. aA *aB
oty 36 oo SR
S g g
. *DPA xaB
sy 3Bt LS

*Values are the mean + SD; means are significantly different from those in the additional treatment (milk with 2.2%

fat + 2.08 of NaCl:KCI) according to Dunnett’s test (P < 0.05). ***EMeans with different superscript lowercase

letters in the same column and with different superscript uppercase letters in the same row differ significantly (t test,

p<0.05). ns - non-significant F test (P < 0.05). S**- Variation of NaCl and KCl salts in brine at 19° Baumé.
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Table 3- Effect of milk-fat reduction and partial replacement of NaCl by KCI on the

fatty-acid profile of Reino cheese.

Fat content of milk 1.1 3.3 2.2
NaCl:KCI 12:8 15:5 12:8 15:5 13.5:6.5
(C8:0) nd nd nd 0.94+0.02 nd
(C10:0) 1.61+0.01**  1.56x0.02*° 1.56+0.05*®  2.87+0.05***  1.55+0.05
(C12:0) 2.20+0.06**  2.25+0.05%® 2.29+0.05%®  3.33+0.13**  2.39+0.04
(C14:0) 9.46+0.06*°®  9.62+0.04%® 9.65+0.02°  10.22+0.10**  9.72+0.07
(C14:1) 0.72+0.02**  0.62+0.03*™  0.73+0.02** 0.98+0.03*"  0.83%0.02
(C15:0) 1.16£0.03**  1.17+0.06*® 1.17+0.01"  1.29+0.02°* 1.25+0.02
(C16:0) 30.69+0.08*™ 31.18+0.03***  31.17+0.15*** 30.98+0.30***  31.65+0.01
(C16:1) 1.07£0.03**  1.11#0.01**®  1.04+0.03"*  1.38x0.07**  0.98+0.03
(C17:0) 0.89+0.02**  0.79+0.03*™  0.62+0.01*®  0.59+0.01® 0.58+0.01
(C18:0) 18.24+0.07*®  18.43+0.03**  18.60+0.05*** 18.30+0.30™  18.11+0.09
(C18:1n9t) 1.53+0.04 1.33+0.04 1.10+0.07 Nd 0.89+0.02
(C18:1n9c) 30.37+0.04*  30.07£0.04™  29.89+0.22**® 27.29+0.08*"®  30.19+0.05
(C18:2n6c) 2.07+0.02°®  1.86+0.05™" 2.18+0.05*  1.84+0.04***  2.01+0.08
SCFAs nd nd nd nd nd
MCFASs 3.81+0.06**  3.82+0.05%® 3.85+0.03"  7.14+0.10**  3.94+0.04
LCFAs 06.19+0.06** 96.18+0.05%*  96.15+0.03** 92.86+0.10**®  96.07+0.05
SFAs 64.24+0.06*° 65.01+0.05  65.07+0.16"" 68.52+0.11***  65.24+0.08
MUFASs 33.69+0.04** 33.13+0.05""  32.76+0.20°® 29.64+0.08*°  32.86+0.04
PUFAs 2.07+0.02*%®®  1.85+0.05"* 2.18+0.05**  1.84+0.04°" 1.90+0.05
MUFAS/SFAs 0.52+0.00**  0.51+0.00°* 0.50+0.00°®  0.43+0.00*™®  0.50+0.00
PUFAS/SFAs 0.032+0.00**® 0.029+0.00°*  0.033+0.00** 0.027+0.00*°®  0.029+0.00
DFAs 54.00+0.09** 53.42+0.03"*  53.54+0.13** 49.78+0.33*°®  52.87+0.12
Al 1.98+0.01*°  2.06+0.00%® 2.06+0.01°"  2.39+0.02**  2.10+0.01
TI 1.73+0.00*°®  1.78+0.00*®  1.80+0.02°*  2.02+0.01***  1.81+0.00

SCFAs. short-chain fatty acids; MCFAs. medium-chain fatty acids; LCFAs. long-chain fatty acids; SFAs. saturated fatty

acids; MUFAs. monounsaturated fatty acids; PUFAs. polyunsaturated fatty acids; MUFAs / SFAs. monounsaturated fatty

acids/ saturated fatty acids; PUFAS/SFAs. polyunsaturated fatty acids/saturated fatty acids; DFASs. desirable fatty acids =
MUFAs + PUFAs + C18: 0; Al. atherogenicity index = [(C12: 0 + (4 x C14: 0) + C16: 0)] / »-6 + ®-3 + MUFAs + C18:
1; TI. thrombogenicity index = (C14: 0 + C16: 0 + C18: 0) / (0.5 x (C18: 1 + MUFASs + ®-6) + (3 X ®-3) + (0-3/ -6 ).

*Values are the mean = SD; means are significantly different from those in the additional treatment (milk with 2.2% fat +

2.08 of NaCl:KCl) according to Dunnett’s test (P < 0.05). *®*EMeans with different superscript lowercase letters in the

same line and with different superscript uppercase letters in the same row differ significantly (t test, P < 0.05). ns - Non-
significant F test (P < 0.05). nd - Not determined. S**- Variation of NaCl and KCI salts in brine at 19° Baumé.
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Raw Material - Fat contente analysis
Heating up to 45 °C
'
Cream (standardization at 3.3%, 2.2% and 1.1% fat)
—————— + Cream withdrawal

Pasteurization (65 °C/30 minutes)

Pasteurization and standardized milk (34 + 2 °C)

Cultures —————-— -
Dyer—————— €ultured milk (30 minutes)
Calcium chloride—————==
Coagulant =~ ~ - Curd formation

Curd breaking(about 2 - 3 cm)
1° slow stirring (15 minutes)
—————— + Whey withdrawal
Semi-cooking
Water (80 °C) —————— »
Partial desorption
2° fast stirring (35 minutes)
Total desorption
Pré-pressing (10 minutes)
Hanging
v
Pressing (12 hours)
Brine salting (15 hours)
Natamycin application
Drying (10 days)

{
Ripening (up to 60 days)

Figure 1 - Flowchart of Reino cheese processing with fat reduction and partial

replacement of NaCl by KCI.
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Figure 2 - Pearson’s correlation between physical-chemical and instrumental-texture
variables. “X” in the box indicates non-significant correlation coefficient up to 5%
probability.

FDM - Fat in dry matter; EPI - Extent of proteolysis; DPI - Depth of proteolysis

indexes.
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Figure 3 - Effect of milk-fat reduction [(FCM — Milk fat content (%)] and partial
replacement of NaCl by KCI (NaCl:KClI ratio) on the sensory acceptability of the Reino

cheese.

ab\Means with different letters in the same column differ significantly (Tukey’s Test, P < 0.05). S** - Variation of
NaCl and KCl salts in brine at 19° Baumé.
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Figure 4 - Effect of milk-fat reduction [(FCM — Fat Content Milk (%)] and partial
replacement of NaCl by KCI (NaCl:KClI ratio) on the sensory acceptability of the Reino
cheese.

ab\eans with different letters in a column differ significantly (Tukey’s Test, P < 0.05). S** - Variation of NaCl and

KClI salts in brine at 19° Baumé.
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: :]2 Intention to consume (A) Salty taste 0.58%* (B)
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Figure 5 - Effect of milk-fat reduction [(FCM — Fat Content Milk (%)] and partial
replacement of NaCl by KCI (NaCl:KCI ratio) on the intention for consumption of
Reino cheese (A) and Spearmen correlation for sensory acceptability by consumers’
intention (B).

ab\eans with different letters in a column differ significantly (Tukey’s Test, P < 0.05). S**- Variation of NaCl and
KCl salts in the brine at 19° Baumé.
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CONCLUSOES

Este trabalho apresenta a caracterizacdo nutricional e sensorial do queijo Reino
comercial e para atender os anseios dos consumidores foi elaborado e caracterizado queijo
Reino com reducéo de gordura e substituicdo parcial de NaCl por KCI.

A pesquisa de mercado revelou que os consumidores buscam queijo Reino com reducéo
de sodio e gordura, além do sabor mais suave requerido pelos consumidores mais jovens. Os
resultados obtidos permitiram compreender a relagcdo entre as caracteristicas nutricionais e
sensoriais dos queijos Reino com sua aceitacdo pelos consumidores. Neste contexto, a pesquisa
contribuiu significativamente fornecendo uma escala de importantes parametros que sao
necessarios para inovar o produto, mas mantendo determinadas caracteristicas, tipicas do queijo
Reino.

Os resultados do queijo Reino com redugdo de gordura e substituicdo parcial de NaCl
por KCI permitiram analisar as caracteristicas nutricionais que resultaram em boa aceitacéo
sensorial do produto. A formulagdo com teor de gordura no leite de 3.3% receberam escores
elevados para avaliagdo global, aparéncia, aroma, cor, textura, sabor, coloracdo amarela
caracteristica, suculéncia, sabor caracteristico e sabor salgado, mesmo quando a relacdo
NaCl:KCI foi de 12:8, indicando que a substituicdo do NaCl por KCI na salmoura ndo deprecia
a qualidade do queijo Reino se combinada com niveis elevados de gordura, além da reducdo
superior a 25% o teor de sddio, comparado com o queijo comercial.

A reducdo do percentual de gordura no leite até 2.2% combinada com a substituicdo do
NaCl por KCI na salmoura até 13.5:6.5 representa uma alternativa para obtencdo de queijos
Reino com médio teor de gordura, médios valores dos indices de aterogenicidade e
trombogenicidade, menor concentracdo de Na e NaCl com redugdo superior a 25% de sédio,
bem como qualidade sensorial satisfatoria e elevada intencdo de consumo. Nesse contexto, a
pesquisa contribuiu com uma nova formulacdo de queijo Reino para atender os anseios dos
consumidores por alimentos mais saudaveis e consequentemente ajudar a impulsionar o

mercado de queijos maturados.
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Apéndice A: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido da pesquisa de mercado
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezado(a) Senhor(a),

Este trabalho é sobre pesquisa de mercado do queijo tipo Reino comercializado em Jodo
Pessoa - PB que esta sendo desenvolvida pela pesquisadora Marilia Cicera Gomes dos Santos,
aluna do Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Universidade
Federal da Paraiba, sob a orientacéo da professora Dra. Haissa Roberta Cardarelli.

Os objetivos do estudo sdo identificar o perfil do consumidor de queijo tipo Reino de Jodo
Pessoa - PB e caracterizar 0s habitos do consumidor.

A finalidade deste trabalho € contribuir com informacBes sobre um alimento bastante
apreciado na regido Nordeste, mas pouco mencionado na literatura académica. Para endossar o
projeto serdo realizadas analises fisicas, quimicas e sensoriais disponibilizando assim
informacdes detalhadas a respeito das caracteristicas nutricionais do queijo do Reino.

Solicitamos a sua colaboragdo na pesquisa de mercado, como também sua autorizagdo
para apresentar os resultados deste estudo em eventos da area de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos e publicar em revista cientifica. Por ocasido da publicacdo dos resultados, seu nome
sera mantido em sigilo. Informamos que essa pesquisa pode oferecer algum incobmodo aos
consumidores.

Esclarecemos que sua participacéo no estudo é voluntéria e, portanto, o(a) senhor(a) néo
é obrigado(a) a fornecer as informagdes e/ou colaborar com as atividades solicitadas pela
pesquisadora. Caso decida ndo participar do estudo, ou resolver a qualquer momento desistir do
mesmo, ndo sofrera nenhum dano.

As pesquisadoras estardo a sua disposicdo para qualquer esclarecimento que considere
necessario em qualquer etapa da pesquisa.

Diante do exposto, declaro que fui devidamente esclarecido(a) e dou o meu
consentimento para participar da pesquisa e para publicagdo dos resultados. Estou ciente que
receberei uma copia desse documento.

Assinatura do Participante da Pesquisa ou Responsavel Legal

Contato da Pesquisadora Responsavel:
Caso necessite de maiores informagdes sobre o presente estudo, favor ligar para a pesquisadora
Marilia Cicera Gomes dos Santos.
Endereco (Setor de Trabalho): Universidade Federal da Paraiba- Campus I, Castelo Branco,
Jodo Pessoa- PB, Brasil - CEP: 58051-900 (praca do Centro de Tecnologia, 1° andar — sala de
estudos dos alunos do PPGCTA — Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos). Telefone: (83) 32167269

Ou
Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da
Paraiba, Hospital Universitario Lauro Wanderley - HULW - 4° andar. Campus | - Cidade
Universitaria - Bairro Castelo Branco. CEP: 58059-900 - Jodo Pessoa- PB. Telefone (83) 3216.
7964

Atenciosamente,

Assinatura da Pesquisadora Responsavel

Assinatura da Pesquisadora Participante
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Apéndice B: Questionario pesquisa de mercado

ESTAMOS REALIZANDO UMA PESQUISA DE MERCADO PARA IDENTIFICAR O PERFIL
DO CONSUMIDOR DE QUEIJO TIPO REINO (QUEIJO DO REINO)

1 Vocé reside em Jodo Pessoa? Qual bairro?
( )sim ( )ndo

2 Género? ( ) masculino ( ) feminino

3 Qual a sua faixa etaria?

( ) entre 18 e 21 anos ( ) entre 41 e 50 anos
() entre 22 e 30 anos ( ) acima de 50 anos
() entre 31 e 40 anos

4 Qual seu estado civil?

() solteiro(a) () separado(a)/divorciado(a)
( ) casado(a) () vitvo(a)

5 Qual o seu grau de escolaridade?

() néo estudou () superior completo

( ) fundamental incompleto ( ) pbs-graduacao andamento
( ) fundamental completo () pos-graduacdo

() médio incompleto () curso técnico

() médio completo () ndo sabe

() superior andamento () ndo quer responder

6 Qual sua ocupacao?

( ) estudante ( )dolar

( ) estagiario () empreséario
( ) funcionério publico ( ) autdnomo
( ) funcionério empresa privada () aposentado
() profissional liberal () outros

7 Qual o nimero total de pessoas na sua residéncia (some todos os adultos e
criangas que vivem na casa inclusivevocé): ( )1 ( )2 ()3 ()4 ()5
( )maisde5

8 Possui poder de compra? () sim ( ) nao
9 Qual sua renda familiar em saldrios minimos (SM) mensal?
( ) néo sabe ( )de2a5SM (entre R$ 1.576,00 a R$
() ndo quer responder 3.940,00)
() sem rendimento ( ) de5al10SM (entre R$ 3.940,00 a R$
( )até 2SM (até R$ 1.576,00) 7.880,00)
( ) de10a15SM (entre R$ 7.880,00 a R$
11.820)

( ) de15SM (R$ 11.820)
Observacgao: SM= salério(s) minimo(s)

10 Vocé consome queijo tipo Reino (queijo do Reino)?

( ) Sim ( ) Ndo Se NAO qual

motivo?

11 Qual(is) caracteristica(s) vocé mais aprecia no queijo tipo Reino (queijo Reino)?
() embalagem ( ) teor de gordura

()cor ( ) textura

( )aroma ( ) outro:

() sabor (caracteristico) *Pode marcar mais de uma resposta
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12 Com que frequéncia vocé compra queijo tipo Reino (queijo Reino)?

() nunca comprei () mensalmente
() uma vez por ano () semanalmente
( ) duas vezes por ano ( ) outros:

() trés vezes por ano

13 Qual(is) melhor(es) momento(s) para consumir 0 queijo Reino?

( ) café da manha () nas festas de final de ano

( ) almoco ( ) aqualguer momento

( ) jantar ( ) outro:

( ) lanche *Pode marcar mais de uma resposta

() nas festividades juninas

14 Na compra de queijo tipo Reino, quais 0s paramentos que vocé utiliza para
decidir a compra?

() embalagem () preco

( ) qualidade ( ) tradicdo da época

() praticidade ( ) outro:

( ) marca *Pode marcar mais de uma resposta
15 Qual alimento que melhor acompanha o queijo tipo Reino?

() massas (péo, pizza, macarrdo,...) ( ) outro:

() doces (geleia, bolo, ...) *Pode marcar mais de uma resposta
( ) vinho

() n&o precisa de nenhum

acompanhamento

16 J& comprou queijo tipo Reino que apresentou algum defeito ao abrir a
embalagem?

()sim () ndo (Se NAO passar para 19° questo)

17 Se sim, qual(is) foi/foram o(s) defeitos?

() textura firme () mofo

( ) textura esfarelada (ressecada) () embalagem

() sabor de ranco ( )outro

() sabor pouco intenso *Pode marcar mais de uma resposta

() muita gordura
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Apéndice C: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezado (a) Senhor (a),

Esta pesquisa é sobre avaliacdo sensorial do queijo tipo Reino comercializado em Jodo
Pessoa - PB que est4 sendo desenvolvida pela pesquisadora Marilia Cicera Gomes dos Santos,
aluna do Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Universidade
Federal da Paraiba, sob a orientacéo da professora Dra. Haissa Roberta Cardarelli.

Os objetivos do estudo sdo identificar o perfil do consumidor de queijo tipo Reino de
Jodo Pessoa - PB e caracterizar diferentes marcas deste queijo com relacdo aos parametros de
qualidade fisico-quimica e sensoriais.

A finalidade deste trabalho € contribuir com informacBes sobre um alimento bastante
apreciado na regido Nordeste, mas pouco mencionado na literatura académica. Para endossar a
pesquisa serdo realizadas analises fisicas, quimicas e sensoriais disponibilizando assim
informacdes detalhadas a respeito das caracteristicas nutricionais, de opinido e atitudes dos
consumidores em relagdo ao queijo tipo Reino.

Solicitamos a sua colaboracdo na analise sensorial, como também sua autorizagdo para
apresentar os resultados deste estudo em eventos da area de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos
e publicar em revista cientifica. Por ocasido da publicacdo dos resultados, seu nome sera
mantido em sigilo. Informamos que essa pesquisa pode oferecer incomodo, aos consumidores
submetidos a dietas com restri¢do ao sodio, a gordura e/ou a lactose, sendo assim convidamos
esses julgadores a ndo participem do teste sensorial.

Esclarecemos que sua participacdo no estudo é voluntaria e, portanto, o (a) senhor (a)
ndo é obrigado (a) a fornecer as informagdes e/ou colaborar com as atividades solicitadas pela
pesquisadora. Caso decida ndo participar do estudo, ou resolver a qualquer momento desistir do
mesmo, ndo sofrerd nenhum dano, nem haverd modificagdo na assisténcia que vem recebendo
na Instituic&o.

As pesquisadoras estardo a sua disposicdo para qualquer esclarecimento que considere
necessario em qualquer etapa da pesquisa.

Diante do exposto, declaro que fui devidamente esclarecido (a) e dou o meu
consentimento para participar da pesquisa e para publicagdo dos resultados. Estou ciente que
receberei uma copia desse documento.

Assinatura do Participante da Pesquisa ou Responsavel Legal
Contato da Pesquisadora Responsavel:
Caso necessite de maiores informagdes sobre o presente estudo, favor ligar para a pesquisadora
Marilia Cicera Gomes dos Santos.
Endereco (Setor de Trabalho): Universidade Federal da Paraiba- Campus I, Castelo Branco,
Jodo Pessoa- PB, Brasil - CEP: 58051-900 (praca do Centro de Tecnologia, 1° andar — sala de
estudos dos alunos do PPGCTA — Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos).
Telefone: (83) 32167269

Ou
Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Salde da Universidade Federal da
Paraiba, Hospital Universitario Lauro Wanderley - HULW - 4° andar. Campus | - Cidade
Universitaria - Bairro Castelo Branco. CEP: 58059-900 - Jodo Pessoa- PB. Telefone (83) 3216.
7964
Atenciosamente,

Assinatura da Pesquisadora Responsavel

Assinatura da Pesquisadora Participante



Apéndice D: Ficha de Avaliacéo sensorial

Nome:

Ficha de Avaliacao

Idade:
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Género: Feminino () Masculino ()

1. Vocé esté recebendo seis amostras de queijo tipo Reino, codificadas. Por favor, avalie-as da
esquerda para direita segundo a escala heddnica abaixo, quanto aos atributos: AVALIACAO
GLOBAL, APARENCIA, AROMA, COR, TEXTURA e SABOR. Utilize o quadro de
avaliagdo para pontuar suas notas.
Atencao: Entre uma amostra e outra, favor comer bolacha tipo agua e sal e beber um pouco de
agua para gue ndo haja interferéncia do sabor residual para as demais analises.

Escala hedbnica de 9 pontos:

Quadro de avaliacéo:

Desgostei muitissimo
Desgostei muito

Desgostei moderadamente
Desgostei ligeiramente
N&o gostei e nem desgostei
Gostei ligeiramente

Gostei moderadamente
Gostei muito

Gostei muitissimo

Amostra
(Cdbdigo)

Avaliacéo
global
(Pontuagao)

Aparéncia Aroma Cor
(Pontuacdo) | (Pontuacdo) | (Pontuacdo)

Textura
(Pontuacao)

Sabor
(Pontuacao)




2. Por favor, avalie da esquerda para direita utilizando a escala abaixo, para descrever o quanto vocé
achou do produto em relagdo ao quesito SABOR SALGADO. Marque a posi¢do da escala que melhor

corresponda ao seu julgamento para o atributo em questao.
Atencdo: Entre uma amostra e outra, favor comer bolacha tipo agua e sal e beber um pouco de
agua para que nao haja interferéncia do sabor residual para as demais analises.

Escala hedbnica de 9 pontos:

132

1- Extremamente menos que o ideal
2 - Muito menos gue o ideal

3 - Moderadamente menos que o ideal
4 - Ligeiramente menos que o ideal
5- ldeal

6 - Ligeiramente mais que o ideal

7 - Moderadamente mais que o ideal
8 - Muito mais que o ideal

9 - Extremamente mais que o ideal

Amostra
(Cadigo)

Sabor salgado
(Pontuacéo)

3. Vocé consumiria este produto?

consumiria

1- Certamente ndo consumiria
2- Provavelmente ndo consumiria
Talvez consumiria/ talvez ndo

4 - Provavelmente consumiria
5- Certamente consumiria

AMOSTRA
(CODIGO)

INTENCAO DE
CONSUMO
(Pontuacéo)
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Apéndice E: Ficha de Avaliagdo Sensorial do queijo Reino com reducdo de gordura e
substituicdo parcial de NaCl por KCI

Ficha de Avaliacdo Sensorial

Nome: Idade:

Género: Feminino () Masculino ()

1. Vocé esta recebendo cinco amostras de queijo tipo Reino, codificadas. Por favor, avalie-as da
esquerda para direita segundo a escala heddnica abaixo, quanto aos atributos: AVALIACAO
GLOBAL, APARENCIA, AROMA, COR, TEXTURA e SABOR. Utilize o quadro de

avaliagdo para pontuar suas notas.

Atencdo: Entre uma amostra e outra, favor comer bolacha tipo dgua e sal e beber um pouco de
agua para que nao haja interferéncia do sabor residual para as demais analises.

Escala heddnica de 9 pontos:

1- Desgostei muitissimo

2 - Desgostei muito

3 - Desgostei moderadamente
4 - Desgostei ligeiramente

5- N&o gostei e nem desgostei
6 - Gostei ligeiramente

7 - Gostei moderadamente

8- Gostei muito

9- Gostei muitissimo

Quadro de avaliagéo:

Amostra Avaliagdo Aparéncia Aroma Cor Textura
global Sabor
(Cédigo) (Pontuagéio) (Pontuacdo) | (Pontuacdo) | (Pontuacéao) (Pontuag&o) (Pontuagio)

2. Por favor, avalie da esquerda para direita utilizando a escala abaixo, para descrever o quanto vocé
achou do produto em relagdo aos quesitos INTENSIDADE DA COR AMARELA, AROMA
CARACTERISTICO, SUCULENCIA, SABOR CARACTERISTICO, SABOR SALGADO e SABOR
AMARGO. Marque a posicdo da escala que melhor corresponda ao seu julgamento para o atributo em

questao.
Atencdo: Entre uma amostra e outra, favor comer bolacha tipo 4gua e sal e beber um pouco de
agua para gue ndo haja interferéncia do sabor residual para as demais analises.



Escala hedonica de 9 pontos:

1- Extremamente menos que o ideal

2 - Muito menos que o ideal

3 - Moderadamente menos que o ideal
4 - Ligeiramente menos que o ideal

5- ldeal

6 - Ligeiramente mais que o ideal

7 - Moderadamente mais que o ideal
8 - Muito mais que o ideal
9 - Extremamente mais que o ideal

134

Amostra Intensidade Aroma Suculéncia Sabor Sabor Sabor
(Codigo) da cor caracteristico (Pontuacéo) caracteristico Salgado Amargo
amarela (Pontuacéo) (Pontuacéo) (Pontuacéo) (Pontuacéo)
(Pontuacéo)

3. Vocé consumiria este produto?

1 - Certamente ndo consumiria
2 - Provavelmente ndo consumiria

3 - Talvez consumiria/ talvez ndo consumiria

4 - Provavelmente consumiria

5- Certamente consumiria

Amostra
(Cbdigo)

Intengé@o de consumo
(Pontuacéo)
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Apéndice F- TCLE queijo com substituicéo
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezado (a) Senhor (a),

Esta pesquisa € sobre avaliacdo sensorial do queijo tipo Reino que estd sendo
desenvolvida pela pesquisadora Marilia Cicera Gomes dos Santos Figueirédo, aluna do
Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal da
Paraiba, sob a orientagdo da professora Dra. Haissa Roberta Cardarelli e estd norteado pela
Resolucdo n° 466, de 12 de dezembro de 2012, do Conselho Nacional de Saude (CNS).

O objetivo do estudo é caracterizar diferentes formulagdes de queijo tipo Reino
processado com diferentes concentracdes no teor de gordura e de sddio. Para isto, sera avaliada
a qualidade do queijo por meio dos parametros fisico-quimicos, microbioldgicos e sensorial. A
finalidade deste trabalho é obter o perfil do produto apds 60 dias da fabricacdo, com qualidade
tecnoldgica e sensorial para o avaliador.

Solicitamos a sua colaboragdo na analise sensorial, como também sua autorizagao para
apresentar os resultados deste estudo em eventos da area de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos
e publicar em revista cientifica. Por ocasido da publicacdo dos resultados, seu nome sera
mantido em sigilo. Informamos que essa pesquisa pode oferecer incOmodo, aos consumidores
submetidos a dietas com restricdo ao sddio, a gordura e/ou a lactose, sendo assim convidamos
esses julgadores a ndo participem do teste sensorial.

Esclarecemos que sua participacdo no estudo é voluntéaria e, portanto, o (a) senhor (a)
ndo é obrigado (a) a fornecer as informagdes e/ou colaborar com as atividades solicitadas pela
pesquisadora. Caso decida ndo participar do estudo, ou resolver a qualquer momento desistir do
mesmo, ndo sofrerd nenhum dano, nem haverd modificacdo na assisténcia que vem recebendo
na Instituicéo.

As pesquisadoras estardo a sua disposicdo para qualquer esclarecimento que considere
necessario em qualquer etapa da pesquisa.

Diante do exposto, declaro que fui devidamente esclarecido (a) e dou o0 meu
consentimento para participar da pesquisa e para publicagdo dos resultados. Estou ciente que
receberei uma copia desse documento.

Assinatura do Participante da Pesquisa ou Responsavel Legal

Contato da Pesquisadora Responsavel:
Caso necessite de maiores informagdes sobre o presente estudo, favor ligar para a pesquisadora
Marilia Cicera Gomes dos Santos Figueirédo.
Endereco (Setor de Trabalho): Universidade Federal da Paraiba- Campus I, Castelo Branco,
Jodo Pessoa- PB, Brasil - CEP: 58051-900 (praca do Centro de Tecnologia, 1° andar — sala de
estudos dos alunos do PPGCTA — Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos).
Telefone: (83) 32167269
Ou

Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da
Paraiba Campus | - Cidade Universitaria - 1° Andar — CEP 58051-900 — Jodo Pessoa/PB
& (83) 3216-7791 — E-mail: eticaccsufpb@hotmail.com

Atenciosamente,

Marilia Cicera Gomes dos Santos Figueirédo
Assinatura da Pesquisadora Responsavel

Assinatura da Pesquisadora Participante



ANEXO
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ANEXO A: CAAE no 45191115.4.0000.5183

HOSPITAL UNIVERSITARIO £ PlaboPorma
LAURO WANDERLEY/UFFB asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: PERFIL DO CONSUMIDOR E EAR.AGTERIZAQ.E.D DE DIFERENTES MARCAS DO
QUELIO TIPO REING COMERCIALIZADAS EM JOAD PESSOA- PB

Pesquisador: Marilia Cicera Gomes dos Santos

Area Tematica:

Versdo: 4

CAAE: 45191115.4.0000.5183

Instituigio Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADODS DO PARECER

MNimero do Parecer: 1.708.417

Apresentagio do Projeto:

Trata-se de uma Emenda(2) submetida pela pesquisadora responsavel pelo estudo, cujo protocolo de
pesquisa foi aprovado conforme parecer de n®1.188.746. E um projeto de tese vinculado ao Programa de
Pas-Graduagdo em Ciéncias e Tecnologia de Alimentos da UFFPB.

A presente Emenda tem como justificativa: Sera incluida a Analise Descritiva Quantitativa- ADGQ a fim de
obter mais informacgies sobre o queijo tipo Reino e finalizar o estudo. ADQ & uma técnica de descrigdo
sensorial muito utilizada na area de alimentos, pois permite o levantamento, a descrigo e a quantificagio
dos afributos sensoriais detectiveis no produto, utilizando julgadores com alto graw de treinamento e analise
estatistica dos dados (STOME; SIDEL, 2004). Seguindo a metodologia de Stone e Sidel (1974); Faria e
Yotsuyanagi (2002) as amostras comerciais com 45 e 80 dias de maturagio serdo servidas aos julgadores.
A ADQ sera realizada em cinco etapas, iniciando pelo recrutamento, seguindo as etapas de pré-selegio de
candidatos, desenvolvimento de terminologia descritiva, selegdo final dos provadores e avaliagio final das
amostras. Por se tratar de produtos comerciais ndo apresenta risco microbiologico. Mo entanto,
consumidores submetidos a dietas com restrigio ao sodio, & gordura efou & lactose ndo realizardo os testes,
pois esses componentes estio presentes no queijo tipo Reino e pode gerar algum desconforto & salGde do
julgador. Simultaneamente ao recrutamento os participantes assinardo o Termo de

Endersgo:  Hospital Universitano Laurm Wanderiey - 2° andar-  Campus | - UFPB.

Balrmo: Cldade Universitana CEP: 58053900
UF: PB Municiplo:  JOAC PESSOA
Telsfone: (E3)3216-T064 Fax (E33216-7522 E-mall: comiiedeetcagihuby ufpb.br

Priagirea 01 a0 08
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HOSFPITAL UNIVERSITARIO PlaboPormo
LAURO WANDERLEY/UFPB asil
Contnuagio do Farecer: 1735417

{ Brochura PLAMO_TESE_ADCHq. pdf 22:53:32 |Gomes dos Sanfos Aceito

Inwestigador

Cutros Tome- QR jpg 31072015 Aceitn
21:08:08

Cutros Oitizeino- QR jpg 31072015 Aceitn
21:08:18

Cutros Mangabeira |- 2R.jpg 31072015 Aceitn
21:07:43

Cutros Manaira- QR jpg 3072ME Aceitn
21:07:04

Cutros Jaguaribe- QR jpg 3072ME Aceitn
21:06:38

Cutros Cnuz das Armas- QR jpg 3072ME Aceitn
21:06:05

Cutros Bancarios- QR.jpg 3107205 Aceitn
21:05:38

Cutros Aeroclube- QR jpg 3107205 Aceitn
21:05:05

Cutros Colegiado.pdf 15/052015 Aceitn
104758

Cutros Sensorial pdf 15/052015 Aceitn
104630

Faolha de Rosto Folha de rosto Il pdf 15/052015 Aceitn
10:42:48

Situagdo do Parecer:

Aprovado

MNecessita Apreciagao da CONEP:

Mao

JOAD PESS0A, 30 de Outubro de 2016

Assinado por:
MARIA ELIAME MOREIRA FREIRE
[Coordenador)

Endersgo: Hospital Universiaro Lauo Wanderley - 2* andar-  Campus | - UFPE.

Balro: Cldade Universitana

CEP: 58059900

UF: PB Municiplo:  JOAC PESS0A

Telefone: [E3)3216-T964

Fax (E3)3216-7522

E-mall: comitedestcaghule ufph.or

Pingiraa 08 e 38
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ANEXO B: CAAE no 853794 18.4.0000.5188

UFPB - CENTRO DE CIENCIAS
DA SAUDE DA UNIVERSIDADE “§ Qglovqfforma
FEDERAL DA PARAIBA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: REDU‘;ED DE GORDURA E DE ErfJDIEI NO DESENVOLVIMENTO DE QUELID TIPO
REINO- IMPLICACOES TECHOLOGICAS E SENSORIAIS

Pesquisador: Marilia Cicera Gomes dos Sanios Figueirédo

Area Temética:

Versdo: 2

CAAE: B53TB418.4.0000.5188

Instituigio Proponente: Universidade Federal da Paraiba

Patrocinador Principal: Financiamento Priprio

DADOS DO PARECER
MNimero do Parecer: 2.619.408

Apresentagio do Projeto:

Trata-se de avaliar o projeto de pesquisa "REDUGAD DE GORDURA E DE SODIO NO
DESEMVOLVIMENTO DE QUELID TIPO REINO- HF"LIG#QEJEE TECNOLOGICAS E SENSORIAIS™ da
aluna Marilia Cicera Gomes dos Santos Figueirédo do Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncias e
Tecnologia dos Alimentos do Centro de Tecnologia da Universidade Federal da Paraiba.

Objetivo da Pesquisa:

Objetiva Primario:

Ohbter respostas sobre as caracteristicas fisico-quimicas. microbiologicas e sensorial do queijo tipo Reino,
apos redugio de sodio e de gordura.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Gerar algum desconforto ao julgador.

Beneficios:

Apos a realizagdo da pesquisa sera possivel consumir queijo fipo Reino com caracteristicas sensoriais
proximas a0 queijo de marcas comerciais, porém com menor teor de sodio e de gordura, contribuindo para a
prevencgio de algumas doengas, como hipertensSo, obesidade e coronariana.

Endersgo. UNNVERSITARID SiH

Balmo: CASTELD BRANCO CEP: 5E051-900
UF: PB Municiplo:  JOAD PESS0A
Telefons: (83132167791 Fax: (B3 32161791 E-mall: comiledecicaiiiess. uiph by

Priagirea 01 a0 54
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UFPB - CENTRO DE CIENCIAS
DA SAUDE DA UNIVERSIDADE W mo

FEDERAL DA PARAIBA
Confinuagio do Farscer: 2 613,406
Tipo Documento: Arguivo Postagem Autor Situagio
Irlfufma.gaes Basicas |PB_IN FORMACOES BASICAS DO P 26032018 Aceito
do Projeto ROJETO 1080773 pdf 11:16:48
Outros Metodologia_de sensorial pdf ZE/M32018 |Marilia Cicara Acsito
111821 Gomes dos Santos
Figueirsdo
Outros Projeto_Marilia_Figueiredo_Metodologia| 26/03/2018 |Marilia Cicera Aceitn
_de_semsorial pdf 11:15:52 |Gomes dos Sanfos
Figueiréda
Outros Certidao_do PPGCTA pdf 28/03°2018 |Marilia Cicera Aceito
11:14:58 |Gomes dos Sanfos
Figueirsdo
Crgamento Orcamento. pdf 8032018 |Marilia Cicera Acsito
13:43:50 |Gomes dos Sanios
Figueiréda
DEdaraEa'm de Sensorial_pdf DRM32018 [Marilia Cicara Acsito
Instituicao e 1234334 |Gomes dos Santos
Infraesirutura Figueirédo
Declaracdo de Declaracao_de_pesquisadores. pdf 09/032018 |Marilia Cicera Aceito
Pesquisadores 13:43:17 | Gomes dos Sanfos
Figueiréda
TCLE ! Termos de | TCLE_Anexo 5 pdf 09/032018 |Marilia Cicera Aceifo
Assentimento / 13:42:57 |Gomes dos Sanfos
Justificativa de Figueirida
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLE_Anexo 2 pdf 00/0AR2018 |Marilia Cicera Aceito
Assantimento / 13:42:48 |Gomes dos Sanfos
Justificativa de Figueirida
Auséncia
Projeto Detalhado | | Projeto_Marilia_Figueiredo.pdf DO/03/2018 |Marilia Cicera Aceiln
Brochura 13:42:30 | Gomes dos Sanfos
Investigador Figueirsdo
Cronograma Cronograma.pdf 09/032018 |Marilia Cicera Aceito
13:42:07 |Gomes dos Sanios
Figueiréda
Folha de Rosto folha_de_mosto_docx 00/0AR2018 |Marilia Cicera Aceito
1341:41 Gomes dos Santos
Figueirédo
Situagao do Parecer:
Aprovado
Mecessita Apreciagao da CONEP:
M3o
Endersgo: UNNERSITARID S/H
Balmo: CASTELD BRANCO CEP. 58.051-900
UF: PB Municipio: JOAD PESS0A
Telefone: (E3)3216-7791 Fax (3132167791 E-mall: comiEnestcaghces. iph br

Pilegiroa 03 S &4



ANEXO C- Patente no do processo:

‘ INSTITUTO
MACIOMNAL
L DA PROPRIEDADE
INDUSTRIAL

BR 10 2018 073532 2

iiene  TIOIBMSISES

O o

284001681812063694

Pedido nacional de Invencao, Modelo de Utilidade, Certificado de
Adicdo de Invencdo e entrada na fase nacional do PCT

Nimemo do Processo:

Dados do Depositante (71)

BR 10 2018 073532 2

Depositante 1 de 1

Mome ou Razio Social:
Tipo de Pessoa:
CPFICNP.:
Macionalidade:
Qualificagio Juridica:
Enderega:

Cidade:

Estado:

CEP:

Pais:

Telefone:

Facx:

UNMIVERSIDADE FEDERAL D PARAIBA
Pessca Juridica
24098477000110

Brasileira

InstituigSc de Ensino e Pesquisa
Cidade Universitaria

Jodo Pessoa

rPB

H8058-000

Brasil

(B3} 22167558

: inova@reitoria.ufpb.br

PETICIONAMENTY  Eoin colici
ELETROMICO

Poticlo ETO1E01 51666, da 1471171018, pag. 124

30 foi enwiada pelo sistema Peticionamento Eletrinico em 141172018 s
15:14, Petigao 870180151666
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Dados do Pedido

Matureza Patente: 10 - Patente de Invengao (PI)

Titulo da Imﬁum Modelo de F'ROCE?SO DE (?BTENQS.D DE QUELID 'I'IF.'O REIMND COM
Utilidade {(584): REDUCAD DE SODIO E GORDURA E ADICAD DE
COMSERVANTE NATURAL
Resuma: A presente invengdo de fabricagdo de gueijo tipo Reino com redugdo
de sodic e gordura e adigie de conservante natural obtido atraves da
redugio no teor de gordura do leite(1) e salga em salmoura(13) com
imersdo em solugdo antifingica(14) e em condighes de secagem(15)
e maturagdo diferenciadas(16) resulta em um produto com
caracteristicas de sabor mais suave, textura mais macia aceitos
pelos consumidores. Além disso, o queijo apresenta caracteristicas
nutricionais mais favordveis & salde, devido & redugio de
ingredientes (s&dio e gondura) que podem estar relacionados & maior
incidéncia de deengas degenerativas ndo imunes. Nio possui
conservantes sintéticos potencialmente prejudiciais 3 salde &
emprega conservante natural. A maturagio dentro da embalagem
previne sua contaminagdo e favorece a qualidade e estabilidade para
Figura a publicar: 1

PENICIONAMENTE  Eta solicitar3o foi enviada pelo sistema Peficionamento Eletrénico em 14/11/2018 as
ELETRONICO 15:14, Petigao 870180151666

Poticko ETO1E01 31668, de 14117 201E, pag. 204
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ANEXO D- Certificado de Revisdo da traducao- Inglés artigo 1

Carloy Augusto Pantoni - Traduror Portuguds - Tnurlés - RG 12.851.609-4
e e e

CERTIFICATE OF TRANSLATION REVIEW

I, Carlos Augusto Pantoni, am competent to translate from Portuguese inte
Enghsh and certify that | have reviewed the original Portuguese-to-English transtation
of the manuscript entitled “Morket research, sensory profile and nutritional

characterization of commerclal Reino Cheese”, making it true and accurate to the best

of my abilities.
Carles ALgusto Pantoni
B.A, in Portuguese, English and Literature
1.D. 12.85L609-4
Date:

Auzust 28, 2019

Trenslator's addrass:

Av. Rua Tibirlgd, 1084 - Apto. 503
14010190 - Ribeir#n Preto - SP
Brasil

Translator's telefane number:
+55 16 99958 4715
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ANEXO E- Comprovante da submisséo do artigo 1

Confirmacao de submissio
Title: Market research, sensory analysis and nutntional characterization of commercial Feino
cheese
Article Type: Research Article

Dear Dr. Cardarelli

We have received your article

Tiﬂe:"ll':.lial:ket research, sensory analysis and nutritional characterization of commercial Feino
mTYpe: Besearch Article

for consideration for publication in the
International Drairy Journal.
Your mamscnpt will be given a reference mumber cnce an editor has been assigned.
To track the status of your paper, please do the following:
1. Go to this URL: https-"www.editorialmanager. com/inda’
2. Enter these login details:
Your username is: hreardaigmail com

If you need to retrieve password details, please go to:
htip:/iees elsevier com/inda/automail oquery asp

3. Chck [Author Logm]
This takes you to the Author Main Menu

4 Chck [Submizsions Being Processed]
Thank you for submitting your work to this jounal.

Kind regards,
Elsevier Editomal Svstem
International Diairy Journal
E e s s it
Please note that the editorial process vanes considerably from jouwmnal to joumal. To view a
sample editorial process, please click here:
hitp:/iees elsevier com/eeshelp/sample editorial process pdf
Fnrfmthﬂamstm pl&as-emsuummntumﬁsmoﬂme

EVE] ] Here vou can search for solutions om a
rangvenftnp]cs ﬁnﬂanswe:stoﬁ‘equmﬂ}rukedqn&shnmmdleammreabmﬂEEStu
mferactive tutorials. You will also find our 24/7 support contact details should you need any
further assistance from one of our customer support representatives
In compliance with data protection regulations, you may request that we remove your
personal registration details at any time.
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ANEXO F- Certificado de Revisdo da tradugdo - Inglés artigo 2

{Carlos Augusto Pantom - Tradutor Parmgnés - Inglés - RG 12,851.600-4
= =S

CERTIFICATE OF TRANSLATION REVIEW

|, Carlos Augusto Pantoni, am competent to translate from Portuguese into
English and certify that | have reviewed the original Portuguese-to-Englizh transtation
of the manuscript entitled “Nutritionol and sensory gquolity of Reino cheese with fat
reduction ond partiol replacement of Nall by KQl In brine”, making it true and

accurate to the best of my abilities,

‘r'\ / "
17 ¥
N

Carlas Auglisto Pantani
B.A. In Portuguese, English and Literature
1.0. 12.851.609-4

Date:
September 14, 2019

Trandlator's address:

Av, Rua Tibiric, 1094 - Aplo. 503
14010-190 - Ribeirda Preto - SP
Brasil

Transiator's telefone number:
+55 16 89255 4715
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ANEXO G: Comprovante da submiss&o do artigo 2

18092013 Email — Marilia Zanbos — Qutlook

Fwd: Submission Confirmation

Haisza Roberta Cardarelh
Ter, 17,09/2019 14:10
Para: Marilia <marilia_santos85@hotmailcom=

---------- Forwarded message --—---——

De: International Dairy Journal <gm@editoriglmangger.com =
Date: ter, 17 de set de 2019 as 1409
Subject Submission Confirmation

To: Haissa Roberta Cardarelli <hrcarda@ gmail.oom =

Title: Nutritional and sensory quality of Reino cheese with fat reduction and partial replacement of
MaCl by KClin brine

Article Type: Research Article

Dear Dr. Cardarelli

We have received your article

Title:"Nutritional and sensory quality of Reino cheese with fat reduction and partial replacement of
MaCl by KClin brine”

Article Type: Research Article

for consideration for publication in the
Intermational Dairy Journal

Your manuscript will be given a reference number once an editor has been assigned.
To track the status of your paper, please do the following:

1. Go to this URL: hitps/iwww editorialmanagar.com/indal

2. Enter these login details:

Your username is: hrcarda@ gmail.com

If you need to retrieve password details, please go to:
http://fees.elsevier.comy/inda/automail guery.asp

3. Click [Author Login]
This takes you to the Author Main Menu.

4, Click [Submissions Being Processed)

Thank you for submitting your work to this journal.

Kind regards,

hitps-outiook Ive. comimallinb ool idiACMEADANAT Y OMDABLTRWN DEEOGIK T SIwWMAIMDAKAEYAAAPCERYBNeRZFRLIpZZUqDASTBWATG... 12



