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CAPELA, A. P. Investigação do perfil enzimático e tecnológico do extrato de alcachofra 

(Cynara cardunculus L. var. scolymus) para coagulação do leite de diferentes espécies. 

Itapetinga – BA: UESB, 2026, 100 p. (Tese – Doutorado em Engenharia e Ciência de 

Alimentos) 

RESUMO 

Os coagulantes vegetais têm sido amplamente estudados quanto à sua aplicação na produção 

de queijos. No entanto, podem apresentar limitações em termos de eficiência e controle da 

proteólise, em função da variabilidade na composição do leite entre espécies e da especificidade 

enzimática, o que pode restringir seu desempenho tecnológico. Nesse contexto, este estudo 

investigou, de forma comparativa, o comportamento enzimático e tecnológico do extrato da flor 

de alcachofra (Cynara cardunculus L. var. scolymus) em leites de diferentes espécies (vaca, 

ovelha, cabra, búfala, égua, burra e camela), como alternativa aos coagulantes comerciais 

vegetais à base de cardo (Cynara cardunculus L.) e convencionais. A avaliação dos parâmetros 

de coagulação dos extratos de alcachofra e cardo, revelou desempenho dependente da espécie 

de leite. Os maiores valores atividade coagulante do leite (ACL) foram observados para os leites 

de ovelha (184–248 IMCU mL⁻¹), cabra (99–214 IMCU mL⁻¹) e búfala (88–192 IMCU mL⁻¹). 

A atividade proteolítica (AP) não apresentou diferenças significativas para o extrato de 

alcachofra, sendo maior para o extrato de cardo no leite de cabra (5,70 g NPN 100 g⁻¹ Nt). Os 

maiores rendimentos foram observados para o leite de ovelha (7,15–7,43 g 100 g⁻¹), 

independentemente do coagulante. Os leites de égua e burra não coagularam nas condições 

experimentais testadas, enquanto o leite de camela apresentou coagulação caracterizada por 

baixa firmeza do gel e elevada sinerese (> 90%). Embora os perfis espectrais não tenham 

evidenciado diferenças significativas entre as espécies, os perfis cromatográficos indicaram 

efeito do tipo de coagulante sobre a proteólise primária, com maior intensidade para o extrato 

da flor de cardo em leites de búfala e camela. Posteriormente foram avaliadas as interações 

entre a especificidade enzimática e as respostas tecnológicas dos coagulantes vegetais 

comerciais de cardo, extrato aquoso da flor de alcachofra e coagulantes convencionais. As 

diferenças nos perfis enzimáticos dos coagulantes vegetais, influenciaram os parâmetros de 

coagulação, refletindo-se em variações no teor de proteína, AP, ACL, na razão de 

especificidade (RE) e nas propriedades físicas da coalhada, como liberação de água (LA) e 

capacidade de retenção de água (CRA). Essas diferenças, confirmadas por espectroscopia no 

infravermelho médio e cromatografia por exclusão molecular, resultaram em desempenho 

tecnológico comparável ao coagulante microbiano. Com base nesses resultados, foram 

selecionados um coagulante vegetal comercial e o extrato de alcachofra para aplicação na 

produção de queijo a partir de leite de vaca, resultando em maior acidez titulável e umidade, 

menores teores de gordura e proteína, menor dureza e adesividade e menor luminosidade. Em 

resumo, esta tese apresentou uma visão integrada do comportamento enzimático e tecnológico 

do extrato da flor de alcachofra, demonstrando como a especificidade enzimática e a 

composição do leite influenciam os parâmetros de coagulação e o desempenho tecnológico, 

bem como modulam a proteólise e as características dos queijos obtidos. Os resultados indicam 

que os extratos de alcachofra e cardo apresentam melhor aptidão tecnológica para os leites de 

ovelha, cabra e búfala e que a seleção do coagulante deve, portanto, considerar a espécie de 



 
 

leite e o perfil tecnológico desejado. Além disso, os queijos produzidos utilizando coagulantes 

vegetais de cardo e o extrato de alcachofra foram caracterizados como queijos de muito alta 

umidade, com textura macia e maior extensão de proteólise, associados a um perfil tecnológico 

compatível com queijos frescos. 

Palavras-chave: coagulantes vegetais, propriedades de coagulação, aptidão tecnológica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

CAPELA, A. P. Investigation of the enzymatic and technological profile of artichoke 

extract (Cynara cardunculus L. var. scolymus) for the coagulation of milk from different 

species. Itapetinga – BA: UESB, 2026, 100 p. (PhD Thesis in Food Science and Engineering) 

ABSTRACT 

Plant-based coagulants have been extensively studied for their application in cheese production. 

However, they may have limitations in terms of efficiency and control of proteolysis, due to 

variability in milk composition across species and enzymatic specificity, which can restrict their 

technological performance. In this context, this study comparatively investigated the enzymatic 

and technological behavior of artichoke flower extract (Cynara cardunculus L. var. scolymus) 

in milk from different species (cow, sheep, goat, buffalo, mare, donkey, and camel), as an 

alternative to commercial cardoon-based (Cynara cardunculus L.) and conventional vegetable 

coagulants. The evaluation of the coagulation parameters of artichoke and cardoon extracts 

revealed that performance depended on the type of milk. The highest milk coagulant activity 

(MCA) values were observed for sheep’s milk (184–248 IMCU mL⁻¹), goat’s milk (99–214 

IMCU mL⁻¹), and buffalo milk (88–192 IMCU mL⁻¹). Proteolytic activity (PA) did not show 

significant differences for the artichoke extract, being higher for the thistle extract in goat milk 

(5.70 g NPN 100 g⁻¹ Nt). The highest yields were observed for sheep milk (7.15–7.43 g 100 

g⁻¹), regardless of the coagulant. Mare and donkey milk did not coagulate under the 

experimental conditions tested, while camel milk exhibited coagulation characterized by low 

gel firmness and high syneresis (>90%). Although the spectral profiles did not show significant 

differences between species, the chromatographic profiles indicated an effect of the type of 

coagulant on primary proteolysis, with greater intensity for the cardoon flower extract in buffalo 

and camel milk. Subsequently, the interactions between enzymatic specificity and the 

technological responses of commercial plant-based coagulants derived from cardoon, aqueous 

artichoke flower extract, and conventional coagulants were evaluated. Differences in the 

enzymatic profiles of the plant-based coagulants influenced coagulation parameters, resulting 

in variations in protein content, PA, MCA, the specificity ratio (SR), and the physical properties 

of the curd, such as water release (WR) and water-holding capacity (WHC). These differences, 

confirmed by mid-infrared spectroscopy and size-exclusion chromatography, resulted in 

technological performance comparable to that of the microbial coagulant. Based on these 

results, a commercial cardoon-based coagulant and artichoke extract were selected for use in 

cheese production from cow’s milk, resulting in higher titratable acidity and moisture, lower 

fat and protein contents, lower hardness and adhesiveness, and lower brightness. In summary, 

this thesis presented an integrated view of the enzymatic and technological behavior of 

artichoke flower extract, demonstrating how enzymatic specificity and milk composition 

influence coagulation parameters and technological performance, as well as modulate 

proteolysis and the characteristics of the resulting cheeses. The results indicate that artichoke 

and cardoon extracts exhibit better technological suitability for sheep, goat, and buffalo milk, 

and that the selection of the coagulant should therefore consider the milk species and the desired 

technological profile. Furthermore, the cheeses produced using cardoon-based coagulants and 

artichoke extract were characterized as very high-moisture cheeses with a soft texture and 

greater proteolysis, associated with a technological profile compatible with fresh cheeses. 



 
 

Keywords: vegetable coagulants, coagulation properties, technological aptitude. 
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1. Introdução  

A produção global de queijo atingiu 22,6 milhões de toneladas em 2024, com 

expectativa de crescimento contínuo, impulsionado pela priorização do queijo como produto de 

maior valor agregado e pela forte demanda no comércio internacional (USDA, 2025). O queijo 

de leite bovino é responsável por aproximadamente 90% desse volume, sendo o percentual 

restante correspondente a queijos produzidos a partir de leites de ovinos, caprinos e bubalinos, 

enquanto camelos e equinos contribuem com volumes limitados (Papademas & Bintsis, 2022; 

IDF, 2024).  

A composição do leite exerce influência direta sobre o processamento e a qualidade dos 

queijos. Além de diferenças no teor de proteína e gordura totais, variações são observadas nas 

proporções relativas das frações de caseína diferem entre espécies. Os leites de ruminantes 

apresentam predominância de caseínas, enquanto leites de não ruminantes, como camelídeos e 

equinos, caracterizam-se por maior teor relativo de proteínas do soro (Roy et al., 2020; Rocha-

Mendoza & Jiménez-Flores, 2022). As diferenças composicionais condicionam a eficiência do 

processo de coagulação e a estrutura do gel formado, impactando a aptidão tecnológica entre 

espécies. 

A adequação de agentes coagulantes do leite pode ser avaliada por meio de parâmetros 

como a atividade coagulante e a atividade proteolítica, associadas, respectivamente, à clivagem 

inicial da κ-caseína e à proteólise subsequente, bem como pela razão de especificidade (Luo et 

al., 2018; Liu et al., 2021; Onelli et al., 2025). Adicionalmente, respostas tecnológicas como a 

velocidade de agregação micelar e a firmeza do gel podem ser interpretadas em conjunto com 

a extensão e o perfil da proteólise primária, determinados por análises do grau de hidrólise da 

caseína e por técnicas analíticas complementares, permitindo caracterizar o comportamento da 

coagulação e relacioná-lo à especificidade da ação enzimática (Gomes et al., 2019; Cai et al., 

2023; Kayihura, 2024; Onelli et al., 2025). 

Independentemente da espécie de origem do leite ou do coagulante empregado, a 

clivagem enzimática ocorre pela ação de proteases específicas na ligação peptídica Phe105-

Met106 da κ-caseína, levando à desestabilização das micelas de caseína, o que induz a 

coagulação do leite (Fogeiro et al., 2020). Tradicionalmente, essas proteases eram extraídas do 

abomaso de bezerros, contudo a disponibilidade limitada, o custo e aumento do consumo de 

queijo, aliados restrições éticas, regulatórias e religiosas têm impulsionado a adoção de 

coagulantes alternativos (Moshin et al., 2024). 
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Entre os substitutos do coalho destacam-se os coagulantes microbianos e a quimosina 

produzida por fermentação. No entanto, preocupações de parte dos consumidores em relação 

ao uso de organismos geneticamente modificados têm limitado a aceitação desse coagulante 

em determinados mercados (Wang et al., 2020; Fox & Guinee, 2022). Nesse contexto, os 

coagulantes de origem vegetal têm ganhado destaque na pesquisa científica e despertado 

interesse industrial, em função de sua disponibilidade e do potencial de aplicação na produção 

de queijos.  

Queijos elaborados com coagulantes de origem vegetal são encontrados principalmente 

na Península Ibérica, sendo predominantemente produzidos a partir de leite cru de ovelha e 

cabra, alguns dos quais possuem Denominação de Origem Protegida (DOP). Portugal, Espanha 

e Itália apresentam ampla diversidade de queijos produzidos com extrato de flores secas de 

cardo (Cynara cardunculus L.), incluindo Serra da Estrela, Serpa e Azeitão; La Serena, 

Manchego e Torta del Casar; e Fiore Sardo e Cacio Fiore, respectivamente. 

A alcachofra (Cynara cardunculus L. var. scolymus) é uma espécie cultivada com ampla 

distribuição geográfica, tradicionalmente destinada ao consumo alimentar (Tengilimoglu-

Metin & Kizil, 2017). Em função da presença de proteases com atividade sobre a caseína do 

leite, sua utilização como coagulante na produção de queijos tem sido considerada uma 

alternativa viável, com potencial de agregação de valor ao produto final (De Jesus et al., 2024; 

Onelli et al., 2026). Devido a menor variabilidade em relação a populações silvestres, favorece 

a obtenção de extratos mais reprodutíveis, além de possibilitar o aproveitamento de 

inflorescências fora do padrão comercial (Colombo et al., 2020). 

Embora estudos anteriores confirmem a atividade coagulante de extratos da flor de 

alcachofra (Cynara cardunculus L. var. scolymus), a compreensão de seu desempenho 

tecnológico ainda é limitada, especialmente no que se refere à influência da composição do leite 

e à sua comparação com os coagulantes convencionalmente utilizados pela indústria. A 

ampliação desse conhecimento contribui para fundamentar tecnicamente sua aplicação na 

produção de queijos, ampliando as possibilidades de diversificação de processos e produtos no 

setor lácteo. 
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2. Referencial Teórico 

2.1 Agentes coagulantes na fabricação de queijos 

A etapa de coagulação é fundamental na fabricação da maioria dos queijos e é induzida, 

predominantemente, pela ação de proteinases. Essas enzimas catalisam a clivagem das 

proteínas do leite em peptídeos de menor massa molecular e podem ser derivadas de fontes 

animais, vegetais ou microbianas, sendo comercializadas como preparações de grau alimentício 

em diferentes formas físicas. Durante o processamento, a maior parte do coagulante adicionado 

é removida com o soro, enquanto uma fração permanece retida na coalhada, desempenhando 

papel relevante na proteólise inicial das caseínas e influenciando as características finais do 

queijo (Nuñez, 2022).  

Por definição, o termo coalho refere-se exclusivamente ao extrato do abomaso de 

ruminantes, sendo que preparações alternativas devem ser denominadas coagulantes, conforme 

estabelecido pela Federação Internacional de Laticínios (IDF, 1990). O coalho é uma 

preparação enzimática composta predominantemente por quimosina, podendo conter também 

enzimas com atividades secundárias, como pepsina e lipases. Sua principal fonte é o abomaso 

de ruminantes jovens, como bezerros, cabritos e cordeiros (Nuñez, 2022). Tradicionalmente, o 

coalho de bezerro foi amplamente utilizado na fabricação da maioria das variedades de queijo, 

enquanto os coalhos de cordeiro e cabrito são empregados em menor escala, associados a 

produtos específicos (Fox & Guinee, 2022; McSweeney, 2022). 

A quimosina (EC 3.4.23.4), anteriormente denominada renina, apresenta elevada 

afinidade pela ligação peptídica Phe105–Met106 da κ-caseína, exibindo a maior atividade 

específica de coagulação do leite entre as proteinases aspárticas. Além da quimosina, 

ruminantes secretam outras enzimas com atividade coagulante, como a pepsina (EC 3.4.23.1) 

e a gastricsina (EC 3.4.23.3). A pepsina, embora capaz de promover a coagulação do leite, 

apresenta elevada atividade proteolítica geral sob condições ácidas, sendo menos específica e 

capaz de hidrolisar diversas ligações peptídicas nas caseínas (McSweeney, 2022). Preparações 

comerciais de coalho apresentam, em geral, teores de quimosina variando entre 50% e 97% 

(Uniacke-Lowe & Fox, 2017). 

A redução na disponibilidade de vitelos, associada ao aumento contínuo da produção 

mundial de queijos, estimado em aproximadamente 2–3% ao ano nas últimas décadas, resultou 

em um desequilíbrio entre a oferta e a demanda por coalho, elevando seus custos e 
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impulsionando a busca por substitutos tecnologicamente adequados (Fox et al., 2017; Uniacke-

Lowe & Fox, 2017). 

Embora diversas proteinases sejam capazes de coagular o leite, muitas apresentam 

atividade proteolítica excessiva em relação à atividade coagulante, o que pode resultar em 

hidrólise inespecífica das caseínas, perda de peptídeos para o soro, redução do rendimento e 

defeitos sensoriais, como alterações de sabor e textura (Fox & Guinee, 2022). Em condições 

típicas de fabricação, o coagulante ideal deve hidrolisar preferencialmente a região C-terminal 

da κ-caseína, apresentar baixa afinidade por outras frações caseínicas, promover gelificação em 

tempo adequado e formar um coágulo com firmeza suficiente para corte e agitação, além de 

atender aos critérios regulatórios de pureza e segurança (IDF, 1990; Yegin & Dekker, 2013). 

Atualmente, três principais grupos de substitutos do coalho são utilizados na fabricação 

de queijos: coagulantes de origem microbiana, quimosina produzida por fermentação e 

coagulantes de origem vegetal (Uniacke-Lowe & Fox, 2017). Os primeiros substitutos 

empregados em escala industrial foram proteinases microbianas, principalmente fúngicas, 

obtidas de espécies como Rhizomucor miehei, Rhizomucor pusillus e Cryphonectria parasitica. 

Embora apresentem, em geral, menor relação entre atividade coagulante e proteolítica em 

comparação ao coalho animal, esses coagulantes são capazes de promover formação satisfatória 

da coalhada, tendo seu desempenho aprimorado por meio de ajustes nas condições de 

fermentação e nos processos de extração (Fox & Guinee, 2022). 

O avanço das técnicas de biotecnologia e do DNA recombinante possibilitou a produção 

de proteínas de interesse em larga escala, incluindo a quimosina recombinante. No início da 

década de 1990, a Food and Drug Administration (FDA) aprovou o uso da quimosina 

recombinante no processamento do leite, e estima-se que esse tipo de coagulante represente 

atualmente cerca de 80% do mercado global de enzimas de coagulação do leite (Kumar et al., 

2010). A Federação Internacional de Laticínios propôs o termo quimosina produzida por 

fermentação (QPF) para designar preparações obtidas a partir da fermentação por 

microrganismos hospedeiros, como Aspergillus niger var. awamori, Kluyveromyces lactis. A 

QPF é molecularmente idêntica à quimosina de bezerro e apresenta desempenho tecnológico 

considerado ideal para a coagulação do leite. Seu uso futuro está relacionado, em parte, à 

aceitação de produtos derivados de organismos geneticamente modificados pelos 

consumidores, embora não existam evidências científicas que indiquem qualquer 

comprometimento de sua segurança (Fox & Guinee, 2022; McSweeney, 2022). 
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Restrições de natureza religiosa (como a proibição do uso de coalhos de origem suína 

ou de animais não abatidos segundo preceitos halal ou kosher), cultural (associadas à 

preferência por dietas vegetarianas) ou regulatória (relacionadas ao uso de ingredientes 

geneticamente modificados em determinados países) têm incentivado a pesquisa e o uso de 

proteases de origem vegetal. Essas enzimas, obtidas a partir de diferentes tecidos vegetais, como 

frutas, flores, caules e látex, apresentam propriedades catalíticas atrativas, com ampla variação 

de condições ótimas de pH e temperatura para a coagulação do leite (Mazorra-Manzano et al., 

2018).  

Apesar dos avanços no uso de enzimas vegetais alternativas, poucas fontes são 

adequadas para aplicação em escala comercial (Uniacke-Lowe & Fox, 2022). Nativa da 

Península Ibérica, as flores do cardo (Cynara cardunculus L.) (Figura 1), tem sido utilizada há 

séculos na produção de queijos artesanais, conferindo características sensoriais específicas, 

como sabor ligeiramente amargo e picante, além de textura amanteigada, alguns dos quais 

possuem selo de Denominação de Origem Protegida (Mazorra-Manzano et al., 2018; Uniacke-

Lowe & Fox, 2022).  

 

Figura 1. Flor do cardo (Cynara cardunculus L.) 

Fonte: Próprio autor. 

Os pistilos das flores do cardo são compostos majoritariamente pelas cardosinas A e B. 

O extrato bruto apresenta aproximadamente 75% de cardosina A e 25% de cardosina B, que 

apresentam similaridade de especificidade e atividade com a quimosina e a pepsina, 

respectivamente (Almeida et al., 2017; Alavi & Momen, 2020; Liburdi et al., 2018; Uniacke-

Lowe & Fox, 2022). Diferenças na composição das caseínas entre leites bovino, ovino e caprino 

influenciam os perfis de peptídeos formados durante a coagulação, afetando as características 

sensoriais dos queijos (Uniacke-Lowe & Fox, 2022). 
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Os principais sítios de clivagem descritos para cardosinas e quimosina, considerando 

diferentes frações de caseína e tipos de leite, encontram-se resumidos na Tabela 1. Em 

comparação com a quimosina, as cardosinas apresentam maior atividade proteolítica em relação 

à atividade de coagulação, o que resulta em um espectro mais amplo de hidrólise nas demais 

frações caseínicas (Nuñez, 2022). 

Além do cardo, outras espécies do gênero Cynara, como a alcachofra (Cynara 

cardunculus L. var. scolymus), também têm sido investigadas como fontes de proteases 

aspárticas com potencial aplicação na coagulação do leite. A alcachofra é originária da Europa 

Mediterrânea e faz parte da família Asteraceae. Trata-se de uma planta herbácea perene, robusta 

e de crescimento vigoroso. O termo alcachofra refere-se tanto à planta inteira quanto à sua 

inflorescência, cuja cabeça floral é amplamente consumida fresca ou processada, embora 

represente apenas uma pequena proporção da biomassa total da planta (Frutos et al., 2019). 

Tabela 1. Principais ligações peptídicas clivadas por cardosinas e quimosina nas frações 

caseínicas de diferentes tipos de leite. 

Fração  
Tipo de 

Leite 

Ligações clivadas 

Cardosinas Quimosina 

κ-caseína 
Bovina Phe105–Met106 Phe105–Met106 

Caprina Lys116–Thr117 Lys116–Thr117 

αs1-caseína 

Bovina 

Phe23–Phe24; Tyr153–Tyr154; Trp164–

Tyr165; Tyr165–Tyr166; Tyr166–Val167; 

Phe145–Tyr146; Leu149–Phe150; Leu156–

Asp157; Ala163–Trp164 

Phe23–Phe24 

Caprina 
Phe23–Val24; Trp164–Tyr165; Tyr173–

Thr174 
Phe23–Phe24 

αs2-caseína 
Ovina Phe88–Tyr89; Ser9–Ser10 Phe88–Tyr89 

Caprina Tyr179–Leu180 Tyr179–Leu180 

β-caseína 
Bovina Ala189–Tyr193; Leu127–Thr128 

Clivagem limitada na 

região Ala189–Tyr193 

Ovina Phe23–Val24 Phe23–Val24 

Fonte: Macedo et al. (1996); Sousa & Malcata (1998); Nuñez (2022). 

A alcachofra desempenha papel relevante na nutrição humana e na economia agrícola 

dos países da região mediterrânea. A Itália destaca-se como o maior produtor mundial, com 

área colhida de 46.440 ha e produção total de 451.461 toneladas em 2014, seguida pela Espanha 

e pela França, com produções de 234.091 e 38.354 toneladas, respectivamente (FAOSTAT, 

2017). A menor variabilidade associada ao cultivo da alcachofra, em comparação com flores 
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silvestres, constitui uma vantagem para o preparo de substitutos do coalho. Além disso, a 

utilização de pequenas inflorescências que não atingem padrão comercial pode representar um 

benefício econômico para pequenos e médios produtores (Colombo et al., 2018), agregando 

valor à cadeia produtiva (Gostin & Waisundara, 2019).  

Proteinases aspárticas isoladas das flores de alcachofra foram caracterizadas quanto à 

sua aplicação na produção de queijos (Llorente et al., 2004; Sidrach et al., 2005). Três 

proteinases, denominadas cardosinas A, B e C, foram purificadas e identificadas, apresentando 

atividade de coagulação do leite e comportamento semelhante ao das enzimas provenientes das 

flores do cardo, com ação predominante sobre a κ-caseína (Chazarra et al., 2007; Llorente et 

al., 2014; Esposito et al., 2016). As cardosinas A e B também são capazes de hidrolisar α- e β-

caseínas, resultando em queijos com textura macia e amanteigada, aroma característico e sabor 

levemente picante (Llorente et al., 2014).  

 

Figura 2. Flor da alcachofra (Cynara cardunculus L. var scolymus) 

Fonte: Próprio autor. 

Estudos recentes demonstraram o potencial tecnológico do extrato da flor de alcachofra 

como coagulante vegetal. De Jesus et al. (2023) caracterizaram as proteases aspárticas da flor 

de alcachofra por espectroscopia no infravermelho médio e análises analíticas, evidenciando 

elevada atividade coagulante, baixa atividade proteolítica, alta razão de especificidade e 

estabilidade de armazenamento, além de perfis eletroforético, cromatográfico e espectroscópico 

compatíveis com sua aplicação na produção de queijos. Onelli et al. (2025) avaliaram o 

comportamento das proteases da flor de alcachofra na hidrólise da caseína de leite de búfala, 

demonstrando que, embora o extrato apresente sítios de clivagem distintos em relação à 
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quimosina microbiana, o rendimento na produção de queijos permaneceu inalterado, 

confirmando seu potencial tecnológico para essa matriz láctea. 

De forma complementar, Crosetti et al. (2023) observaram atividade proteolítica do 

extrato liofilizado de flores de alcachofra em condições típicas de processamento, com 

rendimento satisfatório dos coágulos e sem degradação significativa das frações αs- e β-

caseínas. Resultados semelhantes foram reportados por Colombo et al. (2020), que verificaram 

alterações controladas na composição físico-química, na microestrutura e nas propriedades 

mecânicas dos queijos, mantendo qualidade microbiológica e boa aceitação sensorial. Mais 

recentemente, Onelli et al. (2026) demonstraram que o uso do extrato da flor de alcachofra na 

produção de queijos maturados de leite de búfala influencia a extensão da proteólise, o perfil 

proteômico e as características sensoriais ao longo da maturação, sem comprometer a qualidade 

tecnológica do produto, reforçando o potencial desse coagulante vegetal como alternativa à 

quimosina microbiana. 

Os resultados disponíveis indicam que as proteases aspárticas da flor de alcachofra 

apresentam desempenho tecnológico compatível com sua aplicação como coagulantes vegetais, 

influenciando a cinética de coagulação, a proteólise e as propriedades físico-químicas e 

sensoriais dos queijos. 

2.2 Coagulação enzimática do leite 

A produção das diferentes variedades de queijo segue, em geral, um fluxograma de 

processamento semelhante, no qual etapas específicas são ajustadas de modo a conferir ao 

produto final características físico-químicas, sensoriais e tecnológicas desejadas (Figura 3).  

Entre essas etapas, a coagulação das caseínas constitui o evento central da fabricação de 

queijos, pois promove a conversão irreversível do leite, originalmente um sistema coloidal 

líquido, em um gel semissólido capaz de reter gordura e outros constituintes do leite (Fox & 

Guinee, 2022; Jeantet et al., 2017). A subsequente sinérese desse gel, com expulsão parcial do 

soro, resulta na formação da coalhada, que será posteriormente moldada, prensada e maturada, 

dependendo da variedade de queijo produzida (Bennett, 2004). 

A coagulação do leite pode ser obtida por diferentes mecanismos, incluindo 

acidificação, ação combinada de calor e acidez ou, mais comumente, por via enzimática. 

Embora queijos coagulados por ácido, como Quark e Cottage, e aqueles obtidos por 

aquecimento do soro, como Ricotta e Manouri, apresentem importância econômica regional, a 

coagulação enzimática responde por aproximadamente 75% da produção mundial de queijos, 
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sendo, portanto, o método predominante na indústria queijeira (Fox & Guinee, 2022). Esse 

processo baseia-se na ação de proteinases, em especial as proteinases aspárticas (EC 3.4.23), 

capazes de iniciar a proteólise específica necessária para a desestabilização das micelas de 

caseína (Horne & Lucey, 2017). 

 

Figura 3. Fluxograma geral para fabricação de queijo. 

Fonte: Próprio autor. 

 

Do ponto de vista dos mecanismos envolvidos, a coagulação enzimática do leite pode 

ser descrita em duas fases principais: a fase primária, correspondente à hidrólise enzimática da 

κ-caseína, e a fase secundária, caracterizada pela agregação das micelas de caseína e formação 

do gel. Embora conceitualmente distintas, essas fases se sobrepõem parcialmente durante o 

processo de fabricação do queijo (Figura 4) (Jeantet et al., 2017). 

Durante a fase primária da coagulação, a κ-caseína é hidrolisada pelo coagulante, 

tipicamente na ligação peptídica Phe105–Met106, formando para-κ-caseína, que permanece 

associada à micela, e um macropeptídeo hidrofílico, que se difunde para a fase aquosa. Essa 

clivagem resulta na perda da camada estabilizante da micela, tornando o sistema suscetível à 

agregação na presença de íons cálcio e a temperaturas geralmente superiores a 20 °C. Após um 

período de latência, inicia-se a fase secundária, na qual ocorre a associação das micelas 
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desestabilizadas e a formação de uma rede tridimensional contínua, caracterizando o coágulo 

do leite (Fox et al., 2015; Lucey, 2022; Nuñez, 2022). 

 

Figura 4. Resumo das duas etapas envolvidas na coagulação enzimática do leite. 

Fonte: adaptado de (Jeantet et al., 2017). 

 

Diversos fatores físico-químicos influenciam a cinética da coagulação enzimática e as 

propriedades do gel formado, incluindo a concentração de coagulante, a temperatura, o pH, a 

concentração de cálcio e a concentração total de proteínas no leite (Jeantet et al., 2017). Os 

principais efeitos desses fatores sobre o tempo de coagulação estão ilustrados na Figura 5.  

 

Figura 5. Principais fatores que afetam o tempo de coagulação do leite. a: temperatura (°C); 

b: pH; c: concentração de Ca; d: concentração de coagulante; e: concentração de proteína (%). 

Fonte: adaptado de (Fox et al., 2015). 
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De modo geral, o aumento da concentração de coagulante reduz o tempo de coagulação, 

enquanto a elevação da temperatura acelera principalmente a fase secundária do processo. O 

pH exerce efeito mais pronunciado na fase primária, uma vez que a aproximação do pH do leite 

ao pH ótimo da enzima favorece a hidrólise da κ-caseína. Já o cálcio desempenha papel 

fundamental na fase de agregação, promovendo a formação de pontes entre micelas e 

contribuindo para o desenvolvimento da estrutura do gel (Fox et al., 2015).  

2.3 Composição e papel tecnológico das proteínas do leite de diferentes espécies 

A composição química do leite exerce influência determinante sobre o processamento 

tecnológico e a qualidade dos queijos, particularmente nas etapas de coagulação, formação do 

gel, sinérese da coalhada e rendimento final do produto. A composição do leite é influenciada 

por diversos fatores, incluindo espécie, raça, individualidade do animal, estado nutricional, 

saúde e estágio de lactação, resultando em ampla variabilidade nas características tecnológicas 

da matéria-prima (Fox et al., 2017).  

Os macronutrientes do leite são, em termos qualitativos, semelhantes entre as diferentes 

espécies de mamíferos; contudo, diferenças quantitativas expressivas são observadas nas 

concentrações de gordura, proteínas, lactose e minerais (Tabela 2). Essas variações contribuem 

para diferenças no sabor, na textura e no rendimento dos queijos produzidos a partir dos 

diferentes tipos de leite (Roy et al., 2020). 

Tabela 2. Composição geral dos diferentes tipos de leite. 

Tipo de Leite 
Gordura 

(g 100 mL-1) 

Proteína 

(g 100 mL-1) 

Lactose 

(g 100 mL-1) 

Cinzas 

(g 100 mL-1) 

Sólidos Totais 

(g 100 mL-1) 

Vaca 3.3–5.4 3.0–3.9 4.4–5.6 0.7–0.8 11.8–13.0 

Búfala 5.3–9.0 2.7–4.7 3.2–4.9 0.8–0.9 15.7–17.2 

Cabra 3.0–7.2 3.0–5.2 3.2–5.0 0.7–0.9 11.9–16.3 

Ovelha 5.0–9.0 4.5–7.0 4.1–5.9 0.8–1.0 18.1–20.0 

Camela 2.0–6.0 2.4–4.2 3.5–5.1 0.69–0.9 11.9–15.0 

Égua 0.3–4.2 1.4–3.2 5.6–7.2 0.3–0.5 9.3–11.6 

Burra 0.3–1.8 1.4–2.0 5.8–7.4 0.3–0.5 8.8–11.7 

Fonte: adaptado de (Roy et al., 2020). 

Embora a proporção entre caseínas e proteínas do soro varie, o leite dos ruminantes 

apresenta predominância de caseínas, com proporções próximas a 80:20 (Tabela 3). Em 

contraste, leites de equinos apresentam proporções menores de caseína, o que se reflete em 

menor aptidão tecnológica para a fabricação de queijos (Gazi et al., 2022). 
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Tabela 3. Perfis proteicos dos diferentes tipos de leite. 

Tipo de Leite 
Caseína 

(g L-1) 

Proteína do Soro 

(g L-1) 

Proporção de caseína:proteína do  

soro de leite (g L-1) 

Vaca 24.6–28 5.5–7.0 82:18 

Búfala 32–40 6.0 82:18 

Cabra 23.3–46.3 3.7–7.0 78:22 

Ovelha 41.8–52.6 10.2–16.1 76:24 

Camela 22.1–26.0 5.9–8.1 73:27–76:24 

Égua 9.4–13.6 7.4–9.1 52:48 

Burra 6.4–10.3 4.9–8.0 56:44 

Fonte: adaptado de (Roy et al., 2020). 

Entre as frações, a κ-caseína exerce papel fundamental na estabilidade coloidal do leite. 

Essa proteína localiza-se predominantemente na superfície das micelas e atua prevenindo a 

agregação espontânea das micelas. A concentração relativa de κ-caseína e sua distribuição 

influenciam diretamente a eficiência da coagulação enzimática e a força do gel formado 

(Rocha-Mendoza & Jiménez-Flores, 2022). 

Durante a fase primária da coagulação enzimática, a κ-caseína é a única proteína 

hidrolisada, especificamente na ligação Phe105-Met106 (Figura 6) (Fox et al., 2017). 

    

Figura 6. Sequência de aminoácidos da κ-caseína mostrando o sítio de clivagem da 

quimosina (seta para baixo). 

Fonte: adaptado de (Fox et al., 2017). 

Apesar de bem descrita, a sequência de κ-caseína na região da ligação suscetível à ação 

enzimática não é consistente entre as os diferentes tipos de leite (Figura 7). A κ-caseína da vaca, 

búfala, ovelha, cabra, camela, égua e burra possuem Phe na posição 105 (ou equivalente, após 
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alinhamento) e Ala na posição 107, mas o resíduo 106 pode ser Met ou Ile (Uniacke-Lowe & 

Fox, 2017). 

 

Figura 7. Sequência comparativa (alinhada) da região sensível à quimosina da κ-caseína de 7 

tipos de leite. Os códigos de uma letra e os códigos de aminoácidos de três letras 

correspondentes são A, Ala; C, Cys; E, Glu; F, Phe; H, His; I, Ile; K, Lys; L, Leu; M, Met. 

Fonte: adaptado de (Uniacke-Lowe & Fox, 2017). 

Além das diferenças no teor total de proteínas, variações expressivas são observadas na 

distribuição das frações de caseína (Tabela 4). De modo geral, as principais frações presentes 

no leite são αs1-, αs2-, β- e κ-caseína, porém suas proporções relativas diferem entre ruminantes 

e não ruminantes. Essas diferenças influenciam o comportamento das micelas de caseína 

durante a coagulação e, consequentemente, a estrutura e a firmeza do gel formado (Rocha-

Mendoza & Jiménez-Flores, 2022).  

Tabela 4. Distribuição das frações de caseína no leite bovino, bubalino, caprino, ovino, 

equídeo, asinino e camelídeo. 

Tipo de Leite  
Fração de Caseína (%) 

Referência  
αs1-CN αs2-CN β-CN κ-CN 

Vaca 38 10 35 12 Van de Langerijt et al. (2022) 

Búfala 40 6,3 35 12 Arora et al. (2022) 

Cabra 5,6 19,2 54,8 20,4 Amigo & Fontecha (2022) 

Ovelha  26 14 42 10 Gómez-Cortés & Amigo (2022) 

Égua 20 10 65 5 Landi et al. (2021) 

Burra 36 7,19 54,3 2,79 Papademas et al. (2022) 

Camela 25,6 4,2 67 3,2 Kamal-Eldin et al. (2022) 

As micelas de caseína também diferem entre os tipos de leite quanto ao tamanho, grau 

de hidratação e nível de mineralização (Tabela 5). De modo geral, leites de cabra, ovelha, 
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camela, égua e burra apresentam micelas de maior diâmetro em comparação ao leite bovino, o 

que pode afetar a cinética de agregação micelar, a firmeza do gel e a taxa de sinérese durante a 

coagulação enzimática (Roy et al., 2020).   

Tabela 5. Características da caseína dos diferentes tipos de leite. 

Tipo de Leite Diâmetro da micela de caseína (nm) Hidratação (g H2O g proteína-1) 

Vaca 150–182 1.92–3.7 

Búfala 176–180 1.90 

Cabra 180–301 1.43–2.05 

Ovelha 180–210 1.71–1.93 

Camela 380 1.70 

Égua 255 Sem dados 

Burra 100–200 ∼1.0 

Fonte: adaptado de (Roy et al., 2020). 

Devido à importância comercial da recuperação da gordura e da caseína na forma de 

coalhada, vários métodos têm sido utilizados para medir as propriedades de coagulação e 

formação de gel, ou seja, a combinação dos primeiro e segundo estágios, mas alguns monitoram 

especificamente a hidrólise da κ-caseína (Fox et al., 2017).  

2.4 Avaliação da atividade coagulante e da cinética de formação do gel 

Um dos principais fatores que justifica o elevado interesse no estudo da coagulação 

enzimática do leite é a otimização do tempo de corte do gel durante a fabricação de queijos. 

Quando o produtor decide que o gel (coágulo) atingiu firmeza suficiente, ele é cortado, sendo 

essa decisão tradicionalmente baseada em critérios empíricos relacionados ao teor de umidade 

desejado no produto final. O corte de géis ainda macios resulta em maior perda de soro e, 

consequentemente, em queijos com menor umidade, enquanto o corte de géis mais firmes está 

associado a maiores teores de umidade no queijo (Lucey, 2022).  

Existem dois métodos tradicionais para a determinação da atividade de coagulação do 

leite, definida como a capacidade de hidrólise específica da κ-caseína (Jaros & Rohm, 2017). 

O método mais simples consiste na medição do tempo decorrido entre a adição de uma 

quantidade definida de coagulante a uma amostra de leite mantida em banho-maria com 

temperatura controlada (Figura 8). Durante a coagulação, observa-se a formação de flocos 

proteicos no interior do recipiente rotativo, permitindo a determinação visual do tempo de 

coagulação (Fox et al., 2015). 
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Figura 8. Esquema para determinação visual do tempo de coagulação. 

Fonte: adaptado de (Fox et al., 2015). 

Historicamente, a caracterização inicial dos coalhos industriais baseava-se na atividade 

total de coagulação do leite, denominada força do coalho. Essa atividade era expressa em 

unidades Soxhlet, definidas como o volume de leite coagulado por um determinado volume de 

coalho em 40 minutos a 35 °C. Entretanto, devido às variações na capacidade de coagulação do 

leite cru, essa definição mostrou-se insatisfatória. Posteriormente, foi proposta a unidade de 

Berridge, ou unidade de coalho (RU), utilizando leite em pó padronizado reconstituído em 

solução de CaCl₂. Essa unidade foi definida como a atividade capaz de coagular 10 mL de leite 

padronizado (pH 6,3) em 100 segundos a 30 °C. Apesar de amplamente utilizadas até a década 

de 1990, ambas unidades se tornaram imprecisas diante da diversidade de coalhos e coagulantes 

disponíveis no mercado (McSweeney, 2022). 

A necessidade de métodos mais robustos e padronizados levou a Federação 

Internacional de Laticínios (IDF), em colaboração com a Organização Internacional de 

Normalização (ISO), a estabelecer uma série de normas para a determinação da composição e 

da atividade de coalhos e coagulantes. Esses métodos incluem a quantificação de quimosina e 

pepsina em coalhos (ISO 15163|IDF 110:2012), a determinação da atividade total de 

coagulação do coalho bovino (ISO 11815|IDF 157:2007), de coalhos ovinos e caprinos (ISO 

23058|IDF 199:2006) e de coagulantes microbianos (ISO 15174|IDF 176:2012), além da 

avaliação da atividade lipolítica de preparações de esterase pré-gástrica (ISO 13082|IDF 

218:2011). Em todos os casos, a atividade de coagulação é determinada em relação a padrões 

de referência de quimosina e pepsina bovinas, sendo os resultados expressos em Unidades 

Internacionais de Coagulação do Leite (IMCU mL⁻¹ ou IMCU g⁻¹). 

Para o queijeiro interessado unicamente na potência da preparação enzimática, a 

atividade de coagulação pode constituir a principal grandeza de interesse (Jaros & Rohm, 2017). 
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Do ponto de vista físico-químico, entretanto, a coagulação do leite envolve uma sequência de 

eventos estruturais complexos que não são plenamente capturados apenas pela medição do 

tempo de coagulação. Assim, a utilização isolada desse parâmetro como indicador da aptidão 

do leite para a fabricação de queijos pode não fornecer informações suficientemente precisas 

(Auldist et al., 2004).  

Quando aproximadamente 85% da κ-caseína total é hidrolisada, as micelas de caseína 

passam a se agregar progressivamente, formando uma rede tridimensional característica do gel. 

O início da gelificação é indicado por um aumento acentuado da viscosidade (η) do sistema 

(Figura 9). Durante os estágios iniciais da coagulação, a viscosidade do leite pode sofrer uma 

leve redução, atribuída à liberação de glicomacropeptídeos (GMP), que resulta em diminuição 

do volume efetivo e da hidratação das micelas de caseína. Esse comportamento permite a 

utilização da viscosidade como um parâmetro indicativo do ponto de coagulação (Fox et al., 

2015). 

 

Figura 9. Representação esquemática da coagulação do leite. Liberação de macropeptídeos 

(círculos preenchidos) e alterações na viscosidade relativa (quadrados preenchidos) durante o 

curso da coagulação do coalho. 

Fonte: adaptado de (Fox et al., 2015). 

A medição da viscosidade ou da firmeza do coágulo em um tempo fixo, por meio de 

viscosímetros ou texturômetros, pode ser utilizada para avaliar a coagulação do leite. No 

entanto, essa abordagem fornece informações limitadas, restritas a um único ponto no tempo, o 

que representa uma limitação importante em estudos cinéticos. Além disso, tais medições 

exigem condições experimentais rigorosas, uma vez que a resistência da coalhada aumenta 

continuamente após a coagulação (Fox et al., 2015).  
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Essa limitação torna inadequada a avaliação pontual da coagulação em processos nos 

quais o desenvolvimento temporal da firmeza do gel é determinante. Considerando que a 

coalhada é cortada apenas após atingir uma firmeza adequada, os métodos mais eficazes são 

aqueles capazes de monitorar continuamente o desenvolvimento da coalhada ao longo do 

tempo, acompanhando as mudanças em atributos físicos específicos do sistema (Jaros & Rohm, 

2017).  

As medições reológicas dinâmicas aplicam deformação ou tensão de cisalhamento 

oscilante de baixa amplitude, permitindo o cálculo dos parâmetros G′, G″ e do ângulo de fase 

δ. O início da gelificação é caracterizado pelo aumento simultâneo de G′ e G″ e pela redução 

de δ, refletindo a transição do sistema de um comportamento predominantemente viscoso para 

um gel elástico. Embora G″ e δ forneçam informações sobre o comportamento viscoelástico, o 

módulo elástico G′ constitui a medida direta da firmeza do gel, sendo particularmente relevante 

na fabricação de queijos (Fox et al., 2015). 

O Latodinamografo® (Foss, Itália), que substituiu o Formagraph® (Foss Electric, 

Dinamarca) se baseia em um método mecânico/reológico. O sistema se baseia no campo 

eletromagnético criado pela oscilação de um pêndulo de aço inoxidável imerso na amostra de 

leite durante o processo de coagulação, registrando as alterações na viscosidade e elasticidade 

do leite, induzidas quando a enzima hidrolisa a κ-caseína (O’Callaghan et al., 2002).  

O equipamento fornece parâmetros individuais que são considerados úteis para 

determinação das propriedades de coagulação do leite (Figura 10a). O tempo de coagulação 

(TC, min), obtido pela medição do intervalo do tempo zero (o momento da adição do coalho) 

até o momento em que a linha de base começa a se alargar, tempo para firmeza de 20 mm (k20, 

min), que é o intervalo do início da formação do gel (TC) até o momento em que a largura de 

oscilação se torna 20 mm; a firmeza 30 min após a adição da enzima (a30, mm), que corresponde 

à largura do gráfico 30 min após a adição do coalho (Bittante, et al., 2012). 

O sinal detectado é amplificado e registrado, gerando diagramas em forma de “sinos” 

ou “taças de champanhe”, chamados lactodinamogramas, expressos em firmeza do gel versus 

tempo de coagulação (O’Callaghan et al., 2002). A combinação dos três parâmetros TC, k20 e 

a30 é usada para classificar o leite como ideal (A), abaixo do ideal (B, C e D), fraco (E, F, DD) 

e sem coagulação (FF) (Figura 10b). (Bittante, et al., 2012). 
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Figura 10. (a) Representação dos parâmetros lactodinamográficos. TC: tempo de coagulação 

(min); k20: tempo para firmeza de 20 mm (min); a30: firmeza 30 min após a adição da enzima 

(mm). (b) Classificação das curvas lactodinamográficas mais comuns. A: leite ideal; B, C e D: 

leite abaixo do ideal; E, F e DD: leite fraco; FF: leite sem coagulação. 

Fonte: adaptado de (Annibaldi et al., 1977; Troch et al., 2017). 

Embora os últimos parâmetros não tenham significado reológico preciso, o 

Lattodinamografo apresenta vantagens em relação ao tempo de coagulação, já que os resultados 

são menos subjetivos, sendo independentes do julgamento do operador, o método simula a 

formação de gel durante a fabricação de queijo e os parâmetros do teste fornecem mais 

informações sobre as mudanças na resistência da coalhada ao longo do tempo (Fox et al., 2015).  

As medições obtidas por Optigraph® não correspondem a medições reológicas, sendo 

baseadas em sinalização óptica no infravermelho próximo (NIR) (Cipolat-Gotet et al., 2018). 

O equipamento calcula os parâmetros de coagulação por meio de pontos característicos 

extraídos das informações ópticas, que são processados para simular parâmetros tradicionais. 

A duração de um ciclo é definida pelo usuário (Kübarsepp et al., 2005).  

Neste método, à medida que a coagulação evolui, a luz emitida que atravessa o leite é 

progressivamente atenuada devido a alterações que ocorrem na estrutura da micela de caseína. 

A firmeza do coágulo é medida em função da corrente (V) necessária para compensar a 

atenuação do sinal (Mahaut, 2000). São obtidos gráficos ou “optigramas” (Figura 11) 

construídos de acordo com a evolução do sinal ao longo da coagulação do leite.  

É possível obter o tempo de início da coagulação (R, segundos); o parâmetro da 

consistência do gel, mede a intensidade do sinal óptico quando decorreu um tempo igual a 2R 

(AR, Volt); o parâmetro da consistência do gel, mede a intensidade do sinal óptico quando 

decorreu um tempo igual a 3R (A2R, Volt); o tempo necessário, a partir de R, até que se obtenha 

uma consistência padrão equivalente a 6,5 Volt (0K20 em segundos); a intensidade do sinal 

óptico quando decorridos 20 e 40 minutos, respectivamente, desde o início do ensaio (A20 e 

A40, Volt) (Gomes et al., 2019) 
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Figura 11. Esquema da representação gráfica tipo do Optigraph® e indicação dos parâmetros 

medidos pelo equipamento. R: tempo de início da coagulação (s); AR e A2R: consistência do 

gel para o dobro de R (V); consistência do gel para o triplo de R (V); 0K20: consistência 

padrão equivalente a 6,5 Volt (s); A20 e A40: intensidade do sinal óptico após 20 e 40 minutos 

do início do ensaio. 

Fonte: adaptado de (Mahaut et al., 2000). 

Apesar do potencial desse método, alguns parâmetros derivados, como 0K20, A20 e A40, 

apresentam variabilidade considerável e limitada significância prática. Assim, embora o uso de 

métodos ópticos represente uma abordagem promissora para o monitoramento da coagulação 

do leite, ainda são necessários avanços em termos de repetibilidade e robustez analítica para 

sua aplicação mais ampla (Bittante et al., 2012). 

2.5 Metodologias analíticas para avaliação da hidrólise da κ-caseína e perfil proteico 

O grau de hidrólise de κ-caseína pode ser monitorado por meio de diferentes métodos. 

A fase primária da ação do coagulante pode ser monitorada medindo-se a formação de para-κ-

caseína ou macro peptídeo. A para-κ-caseína pode ser medida por eletroforese em gel SDS-

PAGE, ou por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE). O macro peptídeo é solúvel em 

TCA 2-12%, dependendo do seu teor de carboidratos, e pode ser quantificado pelo método de 

Kjeldahl, pela determinação da concentração de ácido N-acetilneuramínico ou por CLAE (Fox 

et al., 2015).  

O coagulante é o principal responsável pela proteólise primária, ou seja, pela hidrólise 

inicial das caseínas e pela formação de peptídeos solúveis em pH 4,6 (McSweeney, 2022). O 

grau de hidrólise da caseína pode ser expresso como a quantidade de proteína presente na fração 

de nitrogênio solúvel em pH 4,6 (Cai et al., 2023). A hidrólise enzimática da κ-caseína pode ser 

avaliada medindo a liberação de caseinomacropeptídeo (CMP). Os sobrenadantes 

(supostamente contendo todos os macropeptídeos liberados de κ-caseína) são coletados e 
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usados para análise de CMP, usando a cromatografia líquida de alta eficiência em fase reversa 

(CLAE-FR) e a cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas (CLAE-EM) 

(Kayihura, 2023). Essa abordagem tem sido amplamente empregada para a caracterização da 

hidrólise da κ-caseína e do perfil peptídico em diferentes matrizes lácteas, incluindo estudos 

recentes que utilizaram cromatografia líquida em fase reversa para avaliar a ação de coagulantes 

vegetais em sistemas de leite e queijo de búfala (Onelli et al., 2025; Onelli et al., 2026). 

Os produtos de proteólise secundária podem incluir peptídeos, proteínas e aminoácidos 

solúveis na fase aquosa do queijo e que podem ser extraídos como fração solúvel em água 

(Upadhyay et al., 2004). O estudo das frações da caseína e os peptídeos formados ao longo do 

tempo de maturação pode ser útil para obter informações sobre a ação dos diferentes sistemas 

proteolíticos envolvidos na maturação do queijo, como por exemplo, a ação enzimática 

específica dos coagulantes de origem vegetal (De Jesus et al., 2024). 

O estudo do perfil proteico é adequado para avaliar as alterações que ocorrem nos 

queijos produzidos com coagulantes de origens diferentes e que são submetidos a períodos de 

maturação. Os métodos baseados em padrões de proteína para avaliar essas alterações incluem 

eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), cromatografia líquida de alta eficiência 

(CLAE) e técnicas espectroscópicas vibracionais como infravermelho médio (MIR) (Gonçalves 

et al., 2017; De Jesus et al., 2020; De Jesus et al., 2024). 

A UREIA-PAGE separa as proteínas com base na carga e é o meio preferido para 

resolver caseínas, enquanto na SDS-PAGE, a separação ocorre com base no tamanho, sendo 

pouco eficaz para separar caseínas devido à proximidade entre as massas moleculares das 

quatro principais caseínas. Devido à sua alta hidrofobicidade, a β-caseína possui maior 

afinidade pelo gel SDS comparado a αs1-caseína e, portanto, apresenta maior mobilidade, 

embora seja a molécula maior. Para as proteínas do soro de leite, a SDS-PAGE de fornece 

melhores resultados (Fox et al., 2015). 

Técnicas espectroscópicas no infravermelho próximo (NIR) e médio (MIR) têm sido 

utilizadas para analisar as características físico-químicas e os tempos de maturação dos queijos, 

bem como para diferenciá-los de acordo com a região de origem (Cardoso et al., 2025).  

A região do MIR (4000–400 cm²) fornece dados robustos e as bandas podem ser 

atribuídas a grupos funcionais específicos, fornecendo uma "impressão digital" da amostra (De 

Jesus et al., 2020). As moléculas absorvem energia do MIR e exibem vibrações em um ou mais 

locais no espectro o que auxilia na análise da composição e na determinação do perfil químico 

da amostra (Ayvaz et al., 2022). Segundo Silva et al. (2021), nos espectros de NIR as bandas 
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tendem a ser mais largas, menos intensas e mais sobrepostas em comparação à região do MIR, 

refletindo informações estruturais mais complexas decorrentes da excitação de combinações 

vibracionais e sobretons. 

De Jesus et al. (2023) realizaram análise no MIR na caracterização das proteases 

aspárticas da flor de alcachofra (Cynara cardunculus L. var scolymus). Os grupos funcionais 

presentes na amostra absorveram mais energia que os demais coagulantes estudados, resultando 

em bandas mais intensas, principalmente na região da amida, que está relacionada à estrutura 

secundária de proteínas, indicando maior concentração desses compostos no extrato. 

As aplicações da espectroscopia de infravermelho na pesquisa estão em constante 

crescimento, abrangendo desde a simples determinação de concentração até o monitoramento 

de alterações bioquímicas e estruturais complexas. Em queijo/coalhada, pode ser aplicada na 

análise de proteínas, perfil peptídico, nitrogênio total e frações de nitrogênio, estudo de 

alterações de maturação e controle de processo, como por exemplo, monitoramento de 

coagulação e sinérese (Ayvaz et al., 2022). 
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Objetivos  

Objetivo geral 

Investigar o comportamento enzimático e tecnológico de extrato da flor de alcachofra 

(Cynara cardunculus L. var. scolymus) para a coagulação de leites de diferentes espécies, como 

alternativa aos coagulantes comerciais da flor de cardo (Cynara cardunculus L.) e 

convencionais. 

Objetivos específicos 

• Obter e caracterizar o perfil enzimático do extrato da flor de alcachofra em comparação com 

extratos da flor do cardo e coagulantes convencionais, para investigar diferenças na 

aplicação tecnológica em leites de diferentes espécies; 

• Avaliar a aplicação do extrato da flor de alcachofra sobre o rendimento e sinerese durante 

a produção de queijos frescos a partir de leites de deferentes espécies; 

• Avaliar o grau de hidrólise da caseína e o perfil proteico dos coágulos, visando compreender 

as modificações estruturais decorrentes do perfil enzimático;  

• Investigar a influência do tipo de coagulante sobre as propriedades físicas da coalhada 

formada pelo extrato da flor de alcachofra, coagulantes comerciais da flor de cardo e 

coagulantes convencionais; 

• Avaliar o desempenho tecnológico de queijos frescos produzidos a partir do extrato da flor 

de alcachofra em comparação com coagulantes comerciais da flor de cardo e convencionais. 
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CAPÍTULO III: Investigação do comportamento enzimático e tecnológico durante a 

coagulação do leite de diferentes espécies utilizando extrato da flor de alcachofra 

(Cynara cardunculus L. var. scolymus) e cardo (Cynara cardunculus L. var. sylvestris) 
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Resumo 

Os leites de diferentes espécies apresentam composições distintas, o que afeta diretamente sua 

aptidão tecnológica. Este estudo teve como objetivo avaliar a atividade de coagulação do leite 

(ACL), a atividade proteolítica (AP), as propriedades de coagulação (Optigraph®) e o 

rendimento potencial de fabricação de queijos a partir de diferentes tipos de leite (vaca, búfala, 

cabra, ovelha, camela, égua e burra), utilizando extratos das flores de alcachofra (Cynara 

cardunculus L. var. scolymus) e cardo (Cynara cardunculus L. var. sylvestris). A caracterização 

dos coágulos foi realizada por espectroscopia no infravermelho médio (MIR) e cromatografia 

(CLAE-FR). Os extratos vegetais apresentaram desempenho dependente da espécie de leite, 

com maior ACL nos leites de ovelha (184–248 IMCU mL⁻¹), cabra (99–214 IMCU mL⁻¹) e 

búfala (88–192 IMCU mL⁻¹). A atividade proteolítica (AP) não variou entre os tipos de leite 

para o extrato de alcachofra e foi maior para o extrato de cardo no leite de cabra (5,70 g NPN 

100 g⁻¹ Nt). Os leites de égua e burra não coagularam nas condições experimentais, enquanto o 

leite de camela apresentou coagulação caracterizada por baixa firmeza do gel (menores valores 

de A40) e elevada sinerese (> 90%). Os maiores rendimentos foram observados para o leite de 

ovelha (7,15–7,43 g 100 g⁻¹), independentemente do coagulante. O MIR não evidenciou 

diferenças no perfil dos coágulos. Os perfis cromatográficos da fração proteica solúvel em pH 

4,6 demonstraram que o tipo de coagulante determinou a extensão e o padrão da proteólise 

primária, com maior intensidade proteolítica para o extrato de cardo, especialmente nos leites 

de búfala e camela. Os resultados indicam que os coagulantes vegetais do gênero Cynara 

apresentam melhor aptidão tecnológica para os leites de ovelha, cabra e búfala. A seleção do 

coagulante deve, portanto, considerar a espécie de leite e o perfil tecnológico desejado. 

Palavras-chave: coagulantes vegetais, propriedades de coagulação do leite, firmeza da 

coalhada, sinerese. 
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1. Introdução 

O suprimento mundial de leite é fornecido por algumas espécies, com destaque para os 

bovinos, que representam 83% da produção global. Os búfalos contribuem com 13%, caprinos 

com 2%, ovinos com 1%, enquanto a contribuição do leite de camelos e equinos é inferior a 

0,5% (Papademas et al., 2023; FAO, 2025). A composição e propriedades físico-químicas do 

leite de diferentes espécies, principalmente as concentrações de caseína e gordura, têm grande 

influência no desempenho tecnológico do leite, incluindo a etapa de coagulação, a força do gel, 

a sinerese da coalhada e, consequentemente, a composição e o rendimento do queijo (Fox et al., 

2017). Dessa forma, a diversidade composicional do leite exerce papel determinante na 

eficiência da coagulação e, assim, no rendimento e nas características finais do queijo. 

A coagulação do leite resulta da ação específica de proteases aspárticas sobre a ligação 

peptídica Phe105-Met106 na κ-caseína, provocando a desestabilização das micelas e a 

subsequente agregação, resultando na transformação do leite em coalhada (Ghribi et al., 2022). 

Essas proteases eram tradicionalmente extraídas do abomaso (quarto estômago) de ruminantes 

jovens. No entanto, o aumento na produção dos derivados lácteos, especialmente o queijo, 

aliado à redução no fornecimento de coalho de vitelo, incentivou a exploração de novas fontes 

alternativas de coagulantes, como as proteases de origem vegetal (Bathmanathan et al., 2019; 

Li et al., 2024). 

Dentre essas alternativas vegetais, o extrato das flores do cardo (Cynara cardunculus 

L.) é o mais utilizado na fabricação de queijos (Gostin & Waisundara, 2019). As flores do cardo 

contêm proteases aspárticas, como a cardosina A e B, que apresentam semelhança com a 

quimosina e a pepsina, respectivamente, tanto em termos de atividade quanto de especificidade 

sobre a κ-caseína e outras frações da caseína (Liburdi et al., 2019; Manuelian et al., 2020). A 

presença dessas proteases está associada ao uso do extrato de cardo na produção de diversos 

queijos de leite de ovelha e cabra, alguns deles com selo de Denominação de Origem Protegida 

(DOP) em Portugal, Espanha e Itália (Rampanti et al., 2023), servindo como referência para a 

prospecção de outros coagulantes vegetais do mesmo gênero com potencial tecnológico 

comparável. 

De forma semelhante, as proteases aspárticas da flor da alcachofra (Cynara cardunculus 

L. var. scolymus) foram isoladas e demonstraram atividade de coagulação do leite comparável 

às enzimas presentes nas flores de cardo, sendo o extrato de flores de alcachofra relatado como 

um substituto eficaz do coalho na produção de queijos (Colombo et al., 2020; Crosetti et al., 
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2023; De Jesus et al., 2024; Onelli et al., 2026).  Esses coagulantes podem atender não apenas 

ao mercado lacto-vegetariano, Halal e Kosher, mas também a demanda por queijos com 

composição e perfis sensoriais distintos (Fresno et al., 2023). Dessa forma, seu uso como 

coagulante para a produção de queijo representa uma alternativa para os produtores e pode 

agregar valor ao produto (Gostin & Waisundara, 2019). No entanto, a aplicação do extrato de 

flores de alcachofra em diferentes matrizes ainda não foi totalmente explorada. 

Embora diversos autores tenham demonstrado que o tipo e a composição do leite 

influenciam o desenvolvimento do coágulo, bem como o rendimento e a qualidade do queijo, 

estudos envolvendo múltiplas espécies de leite e diferentes coagulantes vegetais ainda são 

limitados (Liburdi et al., 2019; Mozzon et al., 2020; Bittante et al., 2022). Nesse contexto, a 

determinação do grau de hidrólise da caseína (Cai et al., 2024), em conjunto com técnicas 

espectroscópicas vibracionais e a cromatografia líquida de alta eficiência em fase reversa 

(Kayihura, 2024; Onelli et al., 2025), tem sido empregada para relacionar a extensão e o perfil 

da proteólise primária à especificidade da ação enzimática e ao desempenho tecnológico de 

diferentes tipos de leite.  

O presente estudo teve como objetivo avaliar as atividades enzimáticas dos extratos das 

flores de alcachofra (Cynara cardunculus L. var. scolymus) e cardo (Cynara cardunculus L. 

var. sylvestris), seus efeitos na estimativa do rendimento de queijo e nas propriedades de 

coagulação de diferentes tipos de leite, bem como caracterizar os coágulos formados por 

espectroscopia no infravermelho médio (MIR) e cromatografia líquida de alta eficiência em 

fase reversa (CLAE-FR). 

2. Materiais e Métodos 

2.1 Agentes coagulantes 

Flores de alcachofra (Cynara cardunculus L. var. scolymus) foram obtidas 

comercialmente de plantas cultivadas em São Roque (São Paulo, Brasil) (23°3'1045“S, 

47°08'07” W). Como referência, foram utilizadas flores de cardo (Cynara cardunculus L. var. 

sylvestris) de plantas colhidas na região do Alto Alentejo (Campo Maior, Portugal) (39°0'36“N, 

7°4'5” W) e quimosina recombinante (Aspergillus niger var. awamori) (HÁ-LA®, Chr. Hansen, 

Brasil). 

Para a produção dos extratos vegetais, 35 g de pistilos (flor de alcachofra ou flor de 

cardo) secos a 25 °C ± 1 °C foram moídos em um almofariz e adicionados 500 mL de água 
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destilada. Essa mistura permaneceu em repouso por 24 horas à 25 °C ± 1 °C, ao abrigo da luz. 

Os extratos foram filtrados em papel filtro quantitativo (Unifil, C40, 18,5 cm) (De Jesus et al., 

2023). 

2.2 Obtenção e preparo das amostras de leite 

Leite em pó integral instantâneo de vaca (Nestlé, Portugal) e leite em pó integral 

instantâneo de camela (Aadvik, Delhi, Índia) foram adquiridos em Évora (Portugal). Leite em 

pó integral de cabra e ovelha ENS International B.V. (Heerhugowaard, Holanda) e o leite em 

pó integral de burra foi doado pela Asinus Atlanticus SA (Angra do Heroísmo, Portugal). As 

amostras foram mantidas nas embalagens originais e armazenadas a 4 °C até as análises. 

O leite de égua foi coletado de animais da raça mangalarga machador da Universidade 

Estadual do Sudoeste da Bahia, campus Itapetinga (Bahia, Brasil) (14°52'30" S, 41°30'0" W) e 

o leite de búfala foi fornecido por um laticínio local no sudoeste da Bahia (Laticínios Garota, 

Bahia, Brasil) (15°15'10" S, 40°37'09" W). Ambos foram pasteurizados (64 °C ± 1 °C/30 min) 

e secos por atomização em um mini spray dryer (H-Spray Mini, Haurok, Estados Unidos da 

América) em fluxo co-corrente com temperatura do ar de entrada do secador de 140 °C e saída 

de 80 °C, bico de injeção de 1 mm, fluxo de ar de 40 L min-1, fluxo de ar de secagem de 2,8 m3 

min-1 e fluxo da bomba de 1,04 L h-1, de acordo com Conceição et al. (2024). As amostras 

foram embaladas em uma seladora a vácuo modelo BS320 (R. Baião Brasil, LTDA) em 

embalagens de filme laminado (Incoplast, Grupo Copobras, Brasil) e armazenadas a 4 °C até 

as análises. 

Os diferentes leites em pó foram reconstituídos a 11% com 0,5 g L-1 de solução de CaCl2 

(pH 6,5) em agitador magnético (114, Ethik Techonology, São Paulo, Brasil). Após a dissolução 

completa, o leite foi filtrado em papel filtro qualitativo (Unifil, 80 g/m2, 11 cm) e usado no 

mesmo dia.  

2.3 Caracterização dos extratos vegetais 

2.3.1 Atividade de coagulação do leite 

A atividade de coagulação do leite (ACL) foi avaliada de acordo com a ISO 23058/IDF 

199 (ISO/IDF, 2006), usando as diferentes amostras de leite em pó como substrato (seção 2.2). 

Para os cálculos foram utilizados coalho de bezerro (> 98% de quimosina; < 2% de pepsina) e 

coalho bovino adulto (< 2% de quimosina; > 98% de pepsina) em pó (Chr. Hansen, Dinamarca). 



60 
 

Os resultados foram apresentados em unidades internacionais de coagulação do leite por 

mililitro (IMCU mL-1). Amostras que não apresentaram formação de coágulo dentro de 30 

minutos após adição do agente coagulante foram classificadas como N/C (leite não coagulado) 

(Bittante et al., 2013). 

2.3.2 Atividade proteolítica 

A atividade proteolítica (AP) foi avaliada pelo conteúdo de nitrogênio não proteico 

(NPN) liberado da precipitação de proteínas por adição de ácido tricloroacético 12% nos 

coágulos obtidos na seção 2.3.1 de acordo com a ISO/IDF (2016), por meio do método de 

Kjeldahl. 

2.4 Rendimento potencial de fabricação de queijos e sinerese 

O efeito do tipo de coagulante no rendimento potencial da fabricação de queijos foi 

avaliado em testes de coagulação em escala laboratorial de acordo com Remeuf et al. (1989) 

com modificações. Após a estabilização da temperatura a 32 °C, monitorada por termômetro 

de imersão total (HG, Brasil), 20 mL de leite reconstituído (seção 2.2) e 200 μL de cada agente 

coagulante (seção 2.1) foram adicionados em tubos (Ø 28,5 mm). Após a homogeneização, as 

amostras foram deixadas para coagulação em banho (VWR Ultrasonic Cleaner USC100T, 

Radnor Township, Pennsylvania, EUA) a 32 °C por 90 minutos e depois centrifugadas (3500×g, 

15 min; HERMLE Z 323 K, HERMLE Labortechnik GmbH, Wehingen, Alemanha) sem corte 

prévio do coágulo. Após a centrifugação, o volume de soro de leite foi pesado, o coágulo foi 

liofilizado (Freeze Dryer Modulyo, Edwards, UK) e o rendimento da fabricação de queijos em 

base seca foi calculado pela determinação do peso antes e depois da liofilização e expresso em 

g 100 g-1. 

A sinerese foi calculada de acordo com Farnsworth et al. (2006) usando a Equação 1. 

𝑠𝑖𝑛𝑒𝑟𝑒𝑠𝑒 (%) =
𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑜 𝑠𝑜𝑟𝑜

𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑜 𝑙𝑒𝑖𝑡𝑒 
 × 100                 (Eq. 1) 

2.5 Propriedades de coagulação do leite 

As propriedades de coagulação do leite foram determinadas com o uso do Optigraph® 

(Alliance Instruments, França). 200 μL de cada agente coagulante (seção 2.1) diluídos 1:4 foram 

adicionados a 10 mL de leite reconstituído (seção 2.2) a 32 °C. A intensidade inicial do sinal 
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óptico foi ajustada para 7 Volts e todos os testes foram realizados em um período de 90 minutos, 

medindo os seguintes parâmetros: R (tempo de coagulação, medido em segundos); 0K20 

(velocidade de agregação micelar, determinada como o tempo necessário para atingir uma 

firmeza padrão do coágulo, medida em segundos) e A20, A40, AR e A2R (medidas de firmeza 

após 20 ou 40 minutos do início do teste ou após duas ou três vezes R, respectivamente, medidas 

em volts) (Gomes et al., 2019).  

Para as amostras que não coagularam dentro de 60 minutos após a adição do agente 

coagulante, as condições experimentais foram modificadas com o objetivo de estimular a 

formação do gel. Seguindo o procedimento descrito por Bittante et al. (2021), o intervalo de 

tempo foi estendido para até 180 minutos e, alternativamente, avaliou-se o efeito do aumento 

da concentração do agente coagulante. As amostras que durante a medição não atingiram a 

voltagem ajustada, necessária para que o equipamento calculasse automaticamente os 

parâmetros de coagulação, foram classificados como N/D (não disponível). 

2.6 Caracterização dos coágulos 

2.6.1 Caracterização espectroscópica  

Os coágulos obtidos na seção 2.3.3 foram analisados por espectroscopia no 

infravermelho médio (MIR), utilizando um espectrômetro FTIR-ATR (Cary 630 FTIR, Agilent 

Technologies Inc., Santa Clara, CA, EUA), equipado com acessório de reflectância total 

atenuada (ATR) com célula de cristal de diamante. 0,5 g de cada amostra foi colocada 

individualmente no compartimento ATR, em contato direto com o cristal de diamante. Os 

espectros foram adquiridos no modo absorbância, com resolução espectral de 4 cm⁻¹ e 64 

varreduras, na faixa de número de onda de 4000 a 600 cm⁻¹. Antes de cada aquisição, foi 

realizada a leitura do espectro de fundo. Para cada amostra, foram realizadas duas repetições 

independentes, mantendo-se a temperatura ambiente em 25 °C. A aquisição e o processamento 

inicial dos espectros foram realizados utilizando o software Agilent MicroLab PC. 

2.6.2 Grau de hidrólise da caseína 

O nitrogênio solúvel em pH 4,6 dos coágulos obtidos em 2.3.3 foi extraído de acordo 

com o método descrito por Wolfschoon-Pombo & De Lima (1989). Inicialmente 5,0 g de 

coágulo foram adicionados de 40 mL de água ultra pura a 45 °C e 20 mL de solução de Citrato 

de Sódio 0,50 M (Sigma-Aldrich St. Louis, MO). A solução foi homogeneizada em dispersor 
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ULTRA-TURRAX (IKA T18, São Paulo, Brasil) a 11.000 rpm por 10 minutos e posteriormente 

filtrada em papel filtro Whatman n° 42. A solução resultante foi transferida para um balão 

volumétrico de 100 mL e completado o volume com água ultra pura. Em seguida, 50 mL da 

solução foi transferida para um béquer de 100 mL e 5,0 mL de HCl 1,41 M (Sigma-Aldrich St. 

Louis, MO) e 7,5 mL de água ultra pura foram adicionados. O pH da solução foi medido 

utilizando um medidor digital de pH (PHS3BW, Bel Equipamentos Analíticos Ltda., 

Piracicaba, SP, Brasil) e ajustado para 4,6 usando NaOH 0,5 M (Sigma-Aldrich St. Louis, MO) 

e a solução filtrada com papel de filtro Whatman n° 42.  

O grau de hidrólise da caseína foi expresso como nitrogênio solúvel em pH 4,6. O teor 

de nitrogênio solúvel a pH 4,6 foi determinado pelo método de Kjeldahl, utilizando um fator de 

6,38 para converter o nitrogênio estimado em teor de proteína (Cai et al., 2024). 

2.6.3 Caracterização cromatográfica 

O perfil cromatográfico as amsotras obtidas em 2.5.2 foi realizado por cromatografia 

líquida de fase reversa (CLAE-FR) de acordo com a metodologia de Ong et al. (2007) com 

modificações. O sistema HP Agilent 1260 Infinity II foi usado com uma coluna ZORBAX 

Eclipse Plus C18 (250, 4,6 mm de diâmetro interno, 5 mm de tamanho de partícula). Foram 

usadas duas fases móveis, a primeira (A) composta de solução de acetonitrila 5% (v/v) 

(J.T.Baker®) e ácido trifluoroacético 0,1% (v/v) (Merck, S.A.), e a segunda fase (B) formada 

por acetonitrila (J.T.Baker®) 50% (v/v) e ácido trifluoroacético 0,1% (v/v) (Merck, S.A.).  

Uma alíquota de 20 μL da amostra foi injetada na coluna em um fluxo de 1 mL/min 

como um gradiente das fases móveis A e B por 70 minutos. A análise começou com 100% de 

fluxo da fase móvel A e diminuiu linearmente por 60 minutos, até que 100% do fluxo fosse 

representado pela fase B e, de 60 a 65 minutos, um novo gradiente linear foi realizado para 

estabelecer o fluxo de 100% de A, que foi mantido até o final da análise. A detecção foi 

realizada a 215 nm em um detector UV-VIS. Para a avaliação dos cromatogramas foram 

considerados o tempo de retenção das frações, a área dos picos e seus espectros UV.   

2.7 Desenho experimental e análises estatísticas 

O estudo seguiu o Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC) em um esquema 

fatorial 5 × 3, considerando cinco tipos de leite que apresentaram formação de coágulo nas 

condições experimentais (vaca, cabra, ovelha, búfala e camela) e três agentes coagulantes 
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(extrato de alcachofra, extrato de cardo e quimosina recombinante). Os dados foram expressos 

como média ± desvio padrão de três réplicas.  

A ANOVA de duas vias foi aplicada para avaliar os principais efeitos (tipo de leite e 

agente coagulante) e suas interações. Quando foram observadas diferenças significativas (p < 

0,05), as médias foram comparadas usando o teste Tukey. Todas as análises estatísticas foram 

realizadas usando o programa de software estatístico Statistical Analysis System (SAS), versão 

Student 9.1 (SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA, 2023). 

3. Resultados e Discussão 

3.1 Caracterização dos extratos vegetais 

A atividade de coagulação do leite (ACL) e a atividade proteolítica (AP) foram 

determinadas para os extratos aquosos de alcachofra e cardo e para o quimosina recombinante 

(Tabela 1). A ACL variou significativamente entre os tipos de leite avaliados para todos os 

agentes coagulantes testados (p < 0,05), indicando que o desempenho dos coagulantes é 

influenciado pela composição do leite utilizado.  

Para os extratos vegetais, observou-se maior eficiência de coagulação para leites de 

ovelha, cabra e búfala em comparação ao leite de vaca. Embora o mesmo padrão tenha sido 

observado para ambos extratos, os valores de ACL obtidos para extrato de cardo foram 

superiores aos observados para o extrato de alcachofra. Quando utilizada a quimosina 

recombinante, observaram-se valores de ACL superiores aos obtidos com os extratos vegetais 

para todos os tipos de leite, com maiores valores de ACL observados para o leite de cabra, 

seguido pelos leites de búfala e ovelha, sendo menos eficiente para o leite de vaca. Esses 

resultados indicam que, embora a eficiência da coagulação seja influenciada pela composição 

do leite para todos os agentes coagulantes avaliados, esse efeito foi mais evidente quando foram 

utilizados extratos vegetais. 

A maior eficiência observada para o extrato de cardo em relação ao extrato de alcachofra 

pode estar relacionada à maior concentração relativa de enzimas com atividade coagulante, bem 

como a diferenças qualitativas no perfil de proteases entre as duas variedades de Cynara 

cardunculus L. (Liburdi et al., 2019; Manuelian et al., 2020; De Jesus et al., 2023). Por sua vez, 

a superioridade da quimosina recombinante para as diferentes amostras de leite avaliadas está 

associada à sua elevada especificidade pela ligação Phe105–Met106
 da κ-caseína, resultando em 

clivagem mais eficiente da fração estabilizadora das micelas de caseína (Wang et al., 2021; 

McSweeney, 2022). 
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Tabela 1. Valores médios ± desvio padrão da atividade coagulante e proteolítica de extratos 

aquosos de alcachofra, cardo e quimosina recombinante. 

Coagulante Tipo de Leite ACL (IMCU mL-1) AP (g NPN 100 g-1 Nt) 

Extrato de Alcachofra 

Vaca 45 ± 0,03aA 4,05 ± 1,9aA 

Ovelha 184 ± 0,9bB 4,99 ± 0,02aA 

Cabra 99 ± 0,5cC 4,28 ± 2,0aA 

Búfala 88 ± 0,2dD 4,89 ± 0,02aA 

Égua N/C N/C 

Burra N/C N/C 

Camela N/C N/C 

Extrato de Cardo 

Vaca 105 ± 1,5Aa 4,05 ± 1,9aA 

Ovelha 248 ± 0,3bB 3,74 ± 1,7aA 

Cabra 214 ± 1,2cC 5,70 ± 0,001bB 

Búfala 192 ± 0,8dD 4,89 ± 0,02aA 

Égua N/C N/C 

Burra N/C N/C 

Camela N/C N/C 

Quimosina Recombinante 

Vaca 583 ± 0,8aA 4,67 ± 0,01aA 

Ovelha 1277 ± 0,7bB 3,86 ± 0,02bB 

Cabra 1455 ± 1,0cC 5,70 ± 0,001cC 

Búfala 1331 ± 0,6dD 4,89 ± 0,02aA 

Égua N/C N/C 

Burra N/C N/C 

Camela N/C N/C 
a, b, c, d, A, B, C, D As médias seguidas pela mesma letra minúscula na linha não diferiram entre si 

(p > 0,05) e as médias seguidas pela mesma letra maiúscula na coluna não diferiram entre si (p 

> 0,05). ACL: atividade de coagulação do leite; AP: atividade proteolítica; N/C: leite não 

coagulado (a coagulação não foi observada). 

A AP não apresentou diferenças significativas (p > 0,05) nas amostras coaguladas com 

o extrato de alcachofra, evidenciando que o tipo de leite não influenciou a atividade proteolítica 

desse agente coagulante. Em contraste, o uso do extrato de cardo promoveu maior liberação de 

nitrogênio não proteico no leite de cabra (5,70 g NPN 100 g⁻¹ Nt), indicando maior atividade 

proteolítica para esse tipo de leite. A quimosina recombinante exibiu maior variação entre os 

tipos de leite, com maior valor observado no leite de cabra. Esses resultados indicam que, apesar 

da elevada especificidade catalítica da quimosina, a extensão da proteólise primária não é 
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necessariamente menor em comparação aos extratos vegetais, variando conforme o tipo de leite 

avaliado.  

As diferenças observadas entre os tipos de leite podem ser explicadas pelas variações na 

composição de proteínas do leite e na organização das micelas de caseína. Os leites de ovelha, 

cabra e búfala apresentam maior teor de proteína total e maior proporção de caseínas, além de 

micelas menos hidratadas e de menor tamanho médio, características que favorecem a 

agregação micelar após a clivagem da κ-caseína (Glantz et al., 2010; Fox et al., 2017). Em 

contraste, o leite de vaca apresenta micelas mais hidratadas e estruturalmente estáveis, o que 

pode explicar os menores valores de ACL observados sob as mesmas condições experimentais 

(Holt & Carver, 2024). 

A extensão do intervalo de tempo para 180 minutos resultou na coagulação do leite de 

camela. No entanto, nem o prolongamento do tempo de observação nem o aumento da 

concentração do agente coagulante promoveram a coagulação dos leites de égua e burra, 

independentemente do agente coagulante utilizado, impossibilitando a determinação da 

atividade coagulante do leite (ACL) e da atividade proteolítica (AP).  

No leite de camela, além do baixo teor relativo de κ-caseína (1,5–3,5%), diferenças 

estruturais nos sítios de clivagem dessa fração proteica em relação ao leite bovino podem 

reduzir a eficiência da ação dos coagulantes, dificultando a formação de um coágulo estável 

(Adil et al., 2022; Ho et al., 2022). Nos leites equinos, esse comportamento está associado à 

baixa concentração de caseínas (0,8% no leite de burra e 1,4% no leite de égua) e à elevada 

proporção de proteínas do soro, fatores que limitam a formação e a estabilização do coágulo 

(Papademas et al., 2023; Musaev et al., 2021). 

3.2 Rendimento potencial de fabricação de queijos e sinerese 

Observou-se que tanto o tipo de leite quanto o agente coagulante influenciaram 

significativamente o rendimento e a sinérese (p < 0,05) (Tabela 2), indicando que as condições 

de fabricação do queijo, particularmente o tipo de coagulante empregado, interagem com as 

características do leite (Liburdi et al., 2019). 

O leite de ovelha apresentou os maiores valores de rendimento para os agentes 

coagulantes avaliados. Esse comportamento está associado aos elevados teores de gordura, 

proteína e caseína do leite de ovelha, que conferem maior retenção de sólidos na coalhada, 

confirmando resultados anteriores obtidos com metodologias semelhantes (Bittante et al., 

2022).  
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Observou-se uma relação inversa entre sinerese e rendimento, de modo que valores mais 

elevados de sinerese estiveram associados a menor retenção de sólidos na coalhada. O leite de 

camela apresentou os menores rendimentos em base seca para todos os coagulantes avaliados, 

mesmo quando o tempo de coagulação foi duplicado. Esse resultado pode ser atribuído à alta 

proporção de proteínas do soro, que influenciam diretamente tanto as propriedades de 

coagulação do leite, quanto a eficiência na fabricação de queijos (Cipolat-Gotet et al., 2018; 

Amalfitano et al., 2019). 

Tabela 2. Valores médios ± desvio padrão do rendimento potencial de fabricação de queijos e 

sinerese. 

Coagulante 
Tipo de 

Leite 
Rendimento (g 100 g-1) sinerese (%) 

Extrato de Alcachofra 

Vaca 6,67 ± 0,2bB 77,12 ± 0,2dD 

Ovelha 7,43 ± 0,1aA 82,75 ± 1,2cC 

Cabra 6,03 ± 0,05cC 81,47 ± 1,2cC 

Búfala 5,75 ± 0,02cC 84,18 ± 0,2bB 

Égua N/C N/C 

Burra N/C N/C 

Camela 4,45 ± 0,01dD 90,47 ± 0,8aA 

Extrato de Cardo 

Vaca 6,58 ± 0,2bB 77,58 ± 0,1dD 

Ovelha 7,15 ± 0,4aA 79,87 ± 0,3cC 

Cabra 5,84 ± 0,02cC 82,43 ± 0,5cC 

Búfala 5,98 ± 0,3cC 88,12 ± 0,6bB 

Égua N/C N/C 

Burra N/C N/C 

Camela 4,62 ± 0,2dD 90,80 ± 0,1aA 

Quimosina 

Recombinante 

Vaca 6,29 ± 0,02bB 78,19 ± 0,3dD 

Ovelha 7,30 ± 0,1aA 82,34 ± 0,5cC 

Cabra 5,94 ± 0,2cC 81,58 ± 0,5cC 

Búfala 6,18 ± 0,2cC 83,18 ± 1,2bB 

Égua N/C N/C 

Burra N/C N/C 

Camela 3,90 ± 0,1dB 91,87 ± 0,2aA 
a, b, c, d, A, B, C, D As médias seguidas pela mesma letra minúscula na linha não diferiram entre si 

(p > 0,05) e as médias seguidas pela mesma letra maiúscula na coluna não diferiram entre si (p 

> 0,05). Rendimento: expresso em g de coágulo seco por 100 g de leite; N/C: leite não 

coagulado (a coagulação não foi observada). 
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Segundo Mariani et al. (2022), o rendimento é um parâmetro fundamental para 

determinar a rentabilidade das indústrias de laticínios e dos produtores rurais, uma vez que 

maior rendimento em base seca indica maior aproveitamento de sólidos totais e menor volume 

de leite necessário para a produção de queijo. 

Em relação aos coagulantes, não foram observadas diferenças no rendimento e sinerese 

entre os extratos de alcachofra e cardo para nenhum dos tipos de leite avaliados, indicando que, 

do ponto de vista tecnológico, ambos os extratos apresentam desempenho equivalente. Em 

contraste, a utilização da quimosina recombinante induziu maior porcentagem de sinerese para 

o leite de vaca. Esses resultados indicam que os extratos do gênero Cynara apresentam 

comportamento comparável ao da quimosina recombinante quanto à retenção de sólidos e à 

liberação de soro nos leites de ovelha, cabra, búfala e camela, enquanto no leite de vaca a maior 

especificidade catalítica da quimosina pela κ-caseína está associada a maior contração do gel e 

maior expulsão de soro (Wang et al., 2021). 

3.3 Propriedades de coagulação do leite 

As propriedades de coagulação do leite estão apresentadas na Tabela 3. Foram 

observadas diferenças significativas (p < 0,05) entre os agentes coagulantes e os tipos de leite 

para os parâmetros de tempo de coagulação (R), velocidade de agregação micelar (0K20) e 

firmeza da coalhada ao longo do tempo (A20, A40, AR e A2R). 

O leite de búfala apresentou tempos de coagulação mais curtos (menores valores de R) 

e maior firmeza, evidenciado pelos maiores valores de A40, independentemente do agente 

coagulante utilizado. Esse comportamento está associado ao elevado teor de sólidos totais e 

gordura e a alta relação caseína/proteína do leite de búfala, características que favorecem a 

formação e a estabilização da rede de caseínas durante a coagulação (Bittante et al., 2021; Arora 

et al., 2022). 

No entanto, o leite de ovelha apresentou tempos de coagulação prolongados (maiores 

valores de R) para os extratos vegetais e menor firmeza quando comparado aos leites de vaca, 

cabra e búfala. Resultados semelhantes foram encontrados por Alves et al. (2004), que 

observaram maior lentidão na coagulação do leite ovino quando coagulantes vegetais foram 

utilizados. Segundo Gomes et al. (2024), essa diferença pode ser atribuída à menor 

especificidade catalítica dos extratos de cardo, resultando em diferenças na organização da rede 

de caseínas formadas durante a coagulação e com impacto direto na firmeza final da coalhada. 
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Tabela 3. Valores médios ± desvio padrão das propriedades de coagulação dos diferentes leites, usando coagulantes de alcachofra, cardo e 

quimosina recombinante. 

Coagulante Tipo de Leite 
Propriedades tecnológicas 

R (s) AR (V) A2R (V) A20 (V) A40 (V) 0K20 (s) 

Extrato de Alcachofra 

Vaca 1001 ± 1,8aA 13,92 ± 0,1aA 14,09 ± 0,1aA 5,71 ± 0,02aA 5,71 ± 0,02aA 235 ± 0,4aA 

Ovelha 1751 ± 0,6bA 11,84 ± 0,7bA 11,87 ± 0,6bA 2,34 ± 0,7bA 11,83 ± 0,7bA 339 ± 0,5bA 

Cabra 1153 ± 1,8cA 11,38 ± 0,2bA 11,52 ± 0,2bA 1,49 ± 0,05cA 11,41 ± 0,2cA 223 ± 0,2cA 

Búfala 787 ± 0,6dA 13,85 ± 0,6aA 17,98 ± 0,01cA 7,54 ± 0,6dA 18,13 ± 0,6dA 298 ± 0,6dA 

Égua N/D  N/D  N/D  N/D  N/D  N/D  

Burra N/D N/D N/D N/D N/D N/D 

Camela 701 ± 0,07eA 4,12 ± 0,4cA 1,77 ± 0,4dA 2,99 ± 0,4eA 1,37 ± 0,4eA 389 ± 0,9eA 

Extrato de Cardo 

Vaca 1154 ± 1,4aB 10,33 ± 0,2aB 11,14 ± 0,2aB 1,35 ± 0,02aB 10,41 ± 0,2aB 232 ± 2,3aB 

Ovelha 1751 ± 0,6bA 11,94 ± 0,01bA 11,91 ± 0,03aA 2,11 ± 0,5bA 11,94 ± 0,5bA 320 ± 0,2bB 

Cabra 1154 ± 1,5aA 11,13 ± 0,6bA 11,67 ± 0,01aA 1,43 ± 0,6aA 11,21 ± 0,6cA 226 ± 0,3cB 

Búfala 777 ± 0,6cB 15,52 ± 0,2cB 18,87 ± 0,4bB 7,70 ± 1,3cA 19,03 ± 0,4dB 279 ± 2,3dB 

Égua N/D  N/D  N/D  N/D  N/D  N/D  

Burra N/D N/D N/D N/D N/D N/D 

Camela 701 ± 1,3dA 4,02 ± 0,02dA 1,78 ± 0,1cA 2,92 ± 0,07dA 1,46 ± 0,03bA 406 ± 1,9eB 

Quimosina Recombinante 

Vaca 1155 ± 1,5aB 11,70 ± 0,3aC 12,69 ± 0,4aC 1,37 ± 0,04aB 11,79 ± 0,3aC 228 ± 3,2aB 

Ovelha 751 ± 1,4bB 12,86 ± 0,08bB 12,81 ± 0,1aB 7,70 ± 0,07bB 12,81 ± 0,1bB 309 ± 0,5bC 

Cabra 1253 ± 2,9cB 12,77 ± 0,9bB 13,22 ± 1,2bB 1,55 ± 0,09aA 13,16 ± 1,4cB 261 ± 1,4cC 

Búfala 768 ± 1,4dC 16,69 ± 0,01cC 19,23 ± 0,1cC 9,61 ± 0,5cB 19,44 ± 0,1dB 268 ± 0,2dC 

Égua N/D  N/D  N/D  N/D  N/D  N/D  

Burra N/D N/D N/D N/D N/D N/D 

Camela 725 ± 1,3eB 8,51 ± 0,6dB 4,33 ± 0,6dB 6,20 ± 0,6dB 2,08 ± 0,5eC 370 ± 0,9eC 
a, b, c, d, A, B, C, D As médias seguidas pela mesma letra minúscula na linha não diferiram entre si (p > 0,05) e as médias seguidas pela mesma letra maiúscula na coluna não diferiram entre si 

(p > 0,05). R: tempo de coagulação; AR, A2R, A20 e A40: firmeza da coalhada após duas e três vezes o tempo de coagulação (R) e aos 20 e 40 min, respectivamente, após a adição do 

coagulante, respectivamente; 0K20: velocidade de agregação micelar; s: segundos; V: volts. N/D: não disponível (a firmeza não foi atingida). 
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O leite de camela apresentou tempos de coagulação relativamente curtos para todos os 

coagulantes testados, associados, porém, à baixa firmeza do gel, refletido nos menores valores 

de A40 e nos maiores valores de 0K20. Esse padrão indica menor eficiência na agregação 

micelar, mesmo após a extensão do tempo de aquisição para 180 minutos, adotada para 

estimular a formação do gel. Hailu et al. (2016) indicam que a coagulação do leite de camela 

pode ser favorecida por ajustes nas condições tecnológicas, como aumento da temperatura, 

maior concentração de coagulante e redução do pH. 

Os tempos de coagulação determinados pelo monitoramento do tempo de coagulação 

(R) não reproduziram o padrão observado para a atividade coagulante do leite (ACL). A 

ausência de correspondência entre esses parâmetros é particularmente evidente para o leite de 

ovelha, onde a eficiência de coagulação não se traduz necessariamente em menor tempo de 

formação do gel. Segundo Gomes et al. (2019), isso pode ser atribuído ao efeito dos parâmetros 

tecnológicos, como pH do leite e diluição do coagulante, ou diferenças no perfil dos 

coagulantes. 

De modo geral, amostras com agregação micelar mais rápida (menores valores de 0K20) 

apresentaram maiores valores de firmeza da coalhada, conforme refletido nos parâmetros de 

firmeza determinados ao longo do tempo, em concordância com resultados previamente 

reportados na literatura (Gomes et al., 2019; Alvarenga et al., 2025). Entre os coagulantes, o 

uso do extrato de cardo apresentou maiores tempos de agregação micelar e menor firmeza, já o 

uso da quimosina recombinante promoveu coalhadas mais firmes nos diferentes tipos de leite, 

comportamento compatível com sua elevada especificidade pela ligação Phe105–Met106 da κ-

caseína e com sua alta atividade específica de coagulação (Pazzola, 2019; McSweeney, 2022).  

3.4 Caracterização dos Coágulos 

A partir da espectroscopia MIR foram selecionados 13 espectros principais que 

apresentaram máxima absorção (Figura 1), associadas às vibrações de grupos funcionais 

característicos dos principais constituintes dos coágulos. 

A absorção em 3321 cm⁻¹ é atribuída ao estiramento de ligações N–H e O–H. As bandas 

em 2922 cm⁻¹ e na região de 2850 cm⁻¹ correspondem, respectivamente, ao estiramento 

assimétrico e simétrico do grupo metileno (C–H). As absorções localizadas na faixa de 1640–

1630 cm⁻¹ e 1550–1540 cm⁻¹ são atribuídas às vibrações da amida I (C=O) e da amida II (C–N 

e N–H), respectivamente. As bandas entre 1460 e 1400 cm⁻¹ estão associadas a deformações 

angulares do grupo metileno, enquanto a região em torno de 1240 cm⁻¹ corresponde às 
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vibrações da amida III (C–N). A absorção observada em 1080 cm⁻¹ está relacionada a vibrações 

envolvendo ligações C–O (Cardoso et al., 2025; Onelli et al., 2025). 

De modo geral, observaram-se perfis espectrais semelhantes entre os diferentes 

coagulantes, com variações na intensidade relativa das bandas, particularmente nas regiões 

associadas às amidas I e II, sem alterações das bandas. Considerando que as bandas de amida 

podem ser utilizadas para a avaliação estrutural da rede proteica formada durante a coagulação 

(Ye et al., 2017; Onelli et al., 2025), a ocorrência do mesmo conjunto de bandas em todos os 

espectros, sem o aparecimento de novas absorções, indica ausência de diferenças qualitativas 

detectáveis por FTIR-ATR na composição química dos coágulos.  

  

 

Figura 1. Espectros obtidos por MIR dos coágulos de leite de vaca, cabra, ovelha, búfala, égua, 

burra e camela, obtidos na faixa de 4000–600 cm⁻¹, após coagulação com extrato de alcachofra 

(A), extrato de cardo (B) e quimosina recombinante (C). 
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Para compreender o efeito dos diferentes coagulantes sobre a degradação da caseína, o 

grau de hidrólise da caseína, expresso como a fração proteica solúvel em pH 4,6 foi determinado 

para os leites que apresentaram coagulação (Figura 2). Os resultados evidenciaram efeito 

significativo do agente coagulante e do tipo de leite (p < 0,05), indicando que a ação do 

coagulante é modulada pelas características do leite. O coagulante é o principal responsável 

pela proteólise primária, ou seja, pela hidrólise inicial das caseínas e pela formação de peptídeos 

solúveis em pH 4,6 (McSweeney, 2022). 

 

Figura 2. Grau de hidrólise da caseína, expresso como a fração proteica solúvel em pH 4,6 em 

relação à proteína total. a, b, A, B Médias seguidas pela mesma letra minúscula (tipo de leite) e 

pela mesma letra maiúscula (coagulante) não diferem entre si (p > 0,05). 

A quimosina recombinante promoveu maior grau de hidrólise da caseína do leite bovino 

(32,18%) quando comparada ao extrato de cardo (25,23%) (p < 0,05). Esse comportamento é 

consistente com a maior especificidade catalítica da quimosina, que favorece a formação da 

fração proteica solúvel em pH 4,6 no leite bovino (Fox et al., 2017; McSweeney, 2022). 

Para os extratos vegetais, não foram observadas diferenças significativas nos leites de 

ovelha e cabra (p > 0,05), com graus de hidrólise da caseína variando de 33,62% a 44,89%. 

Esse resultado indica que, a extensão da proteólise primária foi semelhante independentemente 

do perfil enzimático do coagulante, o que pode ser atribuído ao maior teor de caseína para a 

ação proteolítica do coagulante retido na coalhada (Fox et al., 2017; Nuñez, 2022). 

O extrato de cardo apresentou maior grau de hidrólise nos leites de búfala (35,69%) e 

camela (36,29%) quando comparado à quimosina recombinante (30,44% e 33,06%, 
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respectivamente). Esse resultado é compatível com a maior proporção de enzimas com 

atividade semelhante à pepsina no extrato de cardo, caracterizadas por menor especificidade e 

maior capacidade de hidrolisar frações como a αs-caseína, resultando em maior acúmulo de 

proteína solúvel em pH 4,6 (Uniacke-Lowe & Fox, 2017; Nuñez, 2022). 

Para confirmar a hidrólise das proteínas dos coágulos, o perfil do nitrogênio solúvel em 

pH 4,6 foi obtido por CLAE-FR (Figura 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Perfis cromatográficos por CLAE-FR do nitrogênio solúvel em pH 4,6 dos coágulos 

obtidos com extrato de alcachofra (A), extrato de cardo (B) e quimosina recombinante (C). 

De modo geral, os cromatogramas revelaram diferenças no número, intensidade e 

distribuição dos picos ao longo do tempo, indicando diferenças na extensão e no padrão da 

proteólise primária das caseínas promovida pelos coagulantes avaliados. Em todas as amostras 

o nitrogênio eluíu entre aproximadamente 30 e 50 min, região associada à presença de peptídeos 

de média a alta massa molecular, predominantemente derivados de αs1-, αs2- e β-caseínas. Esse 

padrão é característico da proteólise primária induzida pelo coagulante residual retido na 

coalhada e tem sido amplamente descrito para sistemas de coagulação enzimática do leite, nos 
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quais a hidrólise inicial da κ-caseína é acompanhada por clivagens secundárias (McSweeney, 

2022; Boran et al., 2023). 

Os perfis obtidos com extrato de cardo e quimosina recombinante (Fig. 3B e C) foram 

semelhantes entre si, apresentando maior número de picos e maior intensidade. No extrato de 

cardo, a presença de cardosinas com atividade do tipo pepsina favorece clivagens adicionais, 

resultando em um espectro mais amplo de peptídeos solúveis. Em contraste, a quimosina 

recombinante, altamente específica pela ligação Phe105–Met106 da κ-caseína, origina um perfil 

cromatográfico com menor diversidade de picos, compatível com uma proteólise primária mais 

controlada (Uniacke-Lowe & Fox, 2017; McSweeney, 2022). 

De forma consistente entre os tipos de leite, as amostras coaguladas com o extrato de 

alcachofra (Fig. 3A) apresentaram picos de menor intensidade no perfil nitrogênio solúvel. Esse 

perfil é compatível com a presença de proteases aspárticas com atividade proteolítica mais 

controlada e é considerado tecnologicamente favorável para a produção de queijos com 

proteólise moderada (Colombo et al., 2020; De Jesus et al., 2023; Onelli et al., 2025).  

Além do efeito do coagulante, o tipo de leite influenciou os perfis cromatográficos. Para 

o extrato de alcachofra, o leite de camela apresentou menor número de picos na região próxima 

a 50 min, indicando proteólise menos intensa. Esse resultado reflete as características do leite 

de camela, como menor proporção de κ-caseína e micelas de maior diâmetro e menor 

mineralização, que condicionam a ação inicial do coagulante e a resposta proteolítica 

subsequente (Roy et al., 2020; McSweeney, 2022). 

Embora a maior parte do coagulante seja removida com o soro, a fração retida no 

coágulo desempenha papel determinante na hidrólise inicial das caseínas (McSweeney, 2022). 

Em conjunto, os resultados demonstram que o coagulante define o padrão inicial da hidrólise, 

enquanto o tipo de leite modula sua extensão, evidenciando que o desempenho proteolítico de 

coagulantes vegetais do gênero Cynara é dependente da matriz láctea. 

4. Conclusão  

Os resultados demonstraram que o desempenho de coagulantes vegetais do gênero 

Cynara foi dependente do tipo de leite, refletindo diferenças na composição proteica, na 

organização das micelas de caseína e na dinâmica de agregação micelar. Os extratos aquosos 

de flores de alcachofra e cardo apresentaram maior eficiência de coagulação e melhor aptidão 

tecnológica nos leites de ovelha, cabra e búfala, enquanto o leite bovino exibiu desempenho 

inferior sob as mesmas condições experimentais. Leite de égua e burra não coagularam nas 
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condições avaliadas, e o leite de camela, mesmo após extensão do tempo, apresentou baixa 

firmeza, rendimento reduzido e elevada sinerese.  

A caracterização espectroscópica reveleu semelhanças no perfil dos coágulos para os 

diferentes agentes coagulantes, enquanto a fração proteica solúvel em pH 4,6 e os perfis 

cromatográficos indicaram que o tipo de coagulante determinou a extensão e o padrão da 

proteólise primária, modulados pela matriz láctea. Os resultados indicaram que a escolha do 

coagulante deve considerar o tipo de leite e o perfil tecnológico desejado, sustentando o uso de 

coagulantes vegetais do gênero Cynara como alternativas tecnicamente viáveis à quimosina em 

leites não bovinos. 
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Resumo 

Objetivou-se caracterizar o perfil enzimático, estrutural e tecnológico de coagulantes vegetais 

comerciais à base de cardo (Cynara cardunculus L.) e do extrato da flor de alcachofra (Cynara 

cardunculus L. var. scolymus), bem como avaliar seus efeitos nas propriedades físico-químicas, 

texturais e espectroscópicas do queijo fresco. Foram avaliados 10 coagulantes vegetais 

comerciais (A, B, C, D, E, F, G, J, L e Z) e o extrato da flor de alcachofra, utilizando-se como 

referência coalhos animais (1, 2 e 3) e coagulante microbiano. As amostras foram caracterizadas 

quanto ao teor de proteína, atividade proteolítica (AP), atividade de coagulação do leite (ACL), 

razão de especificidade (RE) e propriedades físicas da coalhada (LA e CRA), perfil 

espectroscópico (MIR) e cromatográfico. Com base na razão de especificidade, foram 

selecionados o coagulante vegetal Z (CVZ) e o extrato da flor de alcachofra (EA) para a 

produção de queijo fresco, utilizando-se o coagulante microbiano como referência. Os queijos 

foram avaliados quanto aos parâmetros físico-químicos, textura, rendimento e perfis 

espectroscópicos no infravermelho próximo (NIR) e médio (MIR). Os resultados indicaram 

elevada concentração proteica no extrato da flor de alcachofra (16,97 mg mL⁻¹), alta ACL nas 

amostras B, J, L e Z (352–380 IMCU mL⁻¹), maior AP na amostra L (25,93 μg mg⁻¹), maior 

razão de especificidade para o coagulante microbiano (26,58), além de maior CRA, associada 

a menor LA, para E, F e Z e para o extrato da flor de alcachofra. Diferenças no perfil enzimático 

foram confirmadas por espectroscopia no infravermelho médio e cromatografia de exclusão por 

tamanho. Os queijos produzidos com EA e CVZ apresentaram maior acidez titulável e umidade, 

menores teores de gordura e proteína, menor dureza e adesividade e menor luminosidade. Os 

espectros NIR e MIR apresentaram padrões espectrais semelhantes entre os queijos, com 

diferenças restritas à intensidade das bandas, associadas à composição. Esses resultados 

evidenciam que, nas condições avaliadas, o extrato da flor de alcachofra e o coagulante vegetal 

Z apresentaram desempenho tecnológico comparável ao coagulante microbiano, confirmando 

sua viabilidade como agentes coagulantes alternativos para a produção de queijo fresco. 

Palavras-chave: perfil enzimático, coagulantes vegetais, atividade de coagulação do leite, 

queijo fresco.
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1. Introdução 

O queijo é um dos produtos lácteos mais amplamente consumidos em todo o mundo, 

representando aproximadamente 35 – 40 % de todo o leite processado e abrangendo de 3000 

diferentes variedades produzidas sob diversas condições tecnológicas (Santiago-López et al., 

2018). Apesar dessa diversidade, a etapa mais fundamental na fabricação de todas as variedades 

de queijo é a coagulação, causada pela hidrólise enzimática sobre a ligação Phe105–Met106 da κ-

caseína (Fox & Guinee, 2022). Nesse sentido, os coagulantes desempenham um papel central 

na definição das características da coalhada e do produto final (Gomes et al., 2024). 

Na fabricação industrial de queijo, o uso de proteases gástricas como coalho (de 

bezerros, cabritos ou cordeiros) e enzimas microbianas produzidas por fungos e bactérias são 

os mais comuns (Di Rosa et al., 2024). No entanto, devido à crescente demanda por queijo, 

preocupações éticas, restrições de fornecimento, preferências alimentares e restrições 

regulatórias, fontes alternativas ao coalho têm sido exploradas (Liu et al., 2021; Nicosia et al., 

2022; Li et al., 2024). Assim, a tendência e a pesquisa atuais têm buscado a aplicação de 

coagulantes de origem vegetal para atender às limitações dos coagulantes atualmente 

disponíveis (Kumar & Sasmal, 2020; Fresno et al., 2023). 

Diversas proteases derivadas de plantas são capazes de coagular o leite, mas a proteólise 

excessiva pode reduzir o rendimento e causar amargor, limitando sua utilidade (Shah & Mir, 

2019). Uma exceção são as proteases aspárticas presentes na flor do cardo (Cynara cardunculus 

L.), tradicionalmente utilizadas na produção de queijos espanhóis e portugueses com selo de 

Denominação de Origem Protegida (DOP), onde a atividade coagulante está associada 

principalmente à presença das cardosinas A e B (Liburdi et al. 2019; Barracosa et al., 2021).  

As mesmas cardosinas foram identificadas nas flores da alcachofra (Cynara 

cardunculus L. var. scolymus), evidenciando seu potencial tecnológico de coagulação do leite 

durante a fabricação de queijos (De Jesus et al., 2024; Onelli et al., 2026), podendo ser cultivada 

com maior facilidade, apresentando menor variabilidade que as flores silvestres para utilização 

como agente coagulante (Colombo et al., 2020). 

Embora os extratos de cardo e alcachofra sejam reconhecidos por sua atividade 

proteolítica e capacidade de coagular o leite, ainda são limitados os estudos comparativos que 

integrem sua caracterização tecnológica a resultados obtidos na fabricação de queijos. Nesse 

contexto, parâmetros como concentração de proteínas, atividade proteolítica, atividade 

coagulante do leite e índice de especificidade (Onelli et al., 2025), aliados a métodos de 
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caracterização do perfil proteico, por cromatografia líquida de exclusão por tamanho e técnicas 

espectroscópicas vibracionais (De Jesus et al., 2023; Onelli et al., 2025), têm se mostrado 

ferramentas relevantes para avaliação de coagulantes vegetais.  

Variações no perfil proteolítico dos coagulantes vegetais afetam diretamente a formação 

da rede de caseínas durante a etapa de coagulação, resultando em diferenças na firmeza do gel 

e na dinâmica de sinerese, mesmo sob condições tecnológicas semelhantes (Benheddi & Hellal, 

2019; Akbar et al., 2025). Estudos demonstram que coagulantes vegetais, incluindo extratos de 

Cynara cardunculus L., promovem alterações significativas nas propriedades físico-químicas, 

estruturais e sensoriais de queijos frescos, permitindo associar as características bioquímicas do 

coagulante ao desempenho tecnológico do produto final (El-Salam et al., 2017; Chavez et al., 

2024). 

Nesse sentido, o objetivo do presente estudo foi caracterizar coagulantes vegetais 

comerciais e o extrato da flor de alcachofra (Cynara cardunculus L. var. scolymus), por meio 

de medidas analíticas e técnicas instrumentais, avaliando seus efeitos nas propriedades físico-

químicas, de textura e perfil proteômico de queijo frescal utilizando técnicas espectroscópicas 

no infravermelho médio (MIR) e próximo (NIR). 

2. Materiais e Métodos 

2.1 Amostras 

Coagulantes vegetais líquidos de dez marcas comerciais foram obtidos de quatro países. 

Do total de amostras adquiridas, quatro foram produzidas na Itália (A, E, F e G), quatro na 

Espanha (B, C, J e L), uma na Bélgica (D) e uma nos Estados Unidos da América (Z). De acordo 

com as informações fornecidas nos rótulos e nas fichas técnicas, os produtos são descritos como 

agentes coagulantes de origem vegetal, destinados à coagulação do leite, obtidos principalmente 

a partir de extratos das partes florais de cardo (Cynara cardunculus L.). Em dois coagulantes 

(A e J), os fabricantes relataram a presença de misturas de proteases de origem vegetal, 

provenientes de cardo e de outras espécies vegetais. 

Flores de alcachofra (Cynara cardunculus L. var. scolymus) foram obtidas 

comercialmente de plantas cultivadas em São Roque (São Paulo, Brasil) (23°3'1045“S, 

47°08'07” W). Para a produção dos extratos vegetais, 35 g de pistilos de flor de alcachofra secos 

a 25 °C ± 1 °C foram moídos em um almofariz e adicionados a 500 mL de água destilada. Essa 
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mistura permaneceu em repouso por 24 horas à 25 °C ± 1 °C, ao abrigo da luz. Os extratos 

foram filtrados em papel filtro quantitativo (Unifil, C40, 18,5 cm) (De Jesus et al., 2023). 

Como referência, foram utilizados coalho de cordeiro e cabrito (Cuajos Caporal, 

Espanha) e coalho de bezerro (Sacco System, Itália), correspondentes aos coagulantes animais 

1, 2 e 3, respectivamente, e coagulante microbiana (Aspergillus niger var. awamori) (HÁ-LA®, 

Chr. Hansen, Brasil). O leite em pó desnatado de vaca (Molico®, Nestlé) foi adquirido em 

Évora (Portugal). 

2.2 Caracterização dos coagulantes 

2.2.1 Concentração de proteínas 

 A concentração de proteínas dos coagulantes foi determinada de acordo com o método 

de ligação do corante Azul de Coomassie (Bradford, 1976) utilizando albumina sérica bovina 

(BSA, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) como padrão. As proteínas foram detectadas 

medindo-se a absorbância a 595 nm em espectrofotômetro (Shimadzu UV-1800, Duisburg, 

Alemanha). 

2.2.2 Atividade proteolítica (AP) 

 A atividade proteolítica (AP) dos coagulantes foi determinada utilizando o método 

modificado de Mohanty et al. (2003). O substrato foi preparado dissolvendo 1% (m/v) de 

caseína bovina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) em tampão fosfato de sódio 10 mmol L-

1 (pH 6,5). O ensaio foi realizado incubando 1 mL do substrato com 100 μL de coagulante 

vegetal ou 50 μL dos coalhos animais e coagulante microbiano a (37 ± 1 °C) em banho 

termostático (Tecnal, modelo Te-184, São Paulo, Brasil) por 30 min. A reação foi interrompida 

pela adição de 4 mL de ácido tricloroacético (TCA, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) a 

6,5% (m/v). Em seguida a solução foi centrifugada (MPW-350, Varsóvia, Polônia) a 4500 × g 

por 20 min à temperatura ambiente (25 ± 1 °C). Para o branco, o substrato foi adicionado após 

a inativação da enzima por TCA. A absorbância do sobrenadante foi medida a 280 nm usando 

espectrofotômetro (Shimadzu UV-1800, Duisburg, Alemanha). Para avaliar a atividade 

proteolítica, uma curva padrão foi construída medindo a absorbância a 280 nm de diluições 

seriadas de 100 μg mL-1 de solução de L-tirosina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Uma 

unidade de atividade enzimática (U/mL) (Equação 1) foi definida como a quantidade de enzima 
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necessária para produzir 1,0 μmol de equivalente de L-tirosina em 1 mL de meio de reação por 

minuto.  

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚á𝑡𝑖𝑐𝑎 (𝑈/𝑚𝐿) =
(µ𝑔 𝑚𝐿−1 𝑒𝑞 𝑑𝑒 𝑡𝑖𝑟𝑜𝑠𝑖𝑛𝑎 ×𝑓𝑎𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑖çã𝑜) 

(𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑑𝑒 𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚𝑎 𝑢𝑡𝑖𝑙𝑖𝑧𝑎𝑑𝑜 ×𝑡𝑒𝑚𝑝𝑜 (𝑚𝑖𝑛))
                   (Eq. 1) 

A atividade proteolítica (Equação 2) foi expressa em unidades de atividade enzimática 

por μg de proteína, pela razão entre a atividade e a concentração de proteína no extrato. 

𝐴𝑃 (𝜇𝑔 𝑚𝐿−1) =
atividade enzimática (U/mL)

𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎𝑠
                                 (Eq. 2) 

2.2.3 Atividade de coagulação do leite (ACL) 

 A atividade coagulação do leite (ACL) foi avaliada de acordo com a ISO/IDF (2006), 

usando as amostras de leite desnatado em pó (Molico®, Nestlé) reconstituído a 11% (0,5 g L-1 

de solução de CaCl2 pH 6,5). Para os cálculos foram utilizados coalho de bezerro (> 98% de 

quimosina; < 2% de pepsina) e coalho bovino adulto (< 2% de quimosina; > 98% de pepsina) 

em pó (Chr. Hansen, Dinamarca). Os resultados foram apresentados em unidades internacionais 

de coagulação do leite por mililitro (IMCU mL-1). 

2.2.4 Determinação da razão de especificidade (RE) 

 A razão de especificidade do leite (RE) dos coagulantes vegetais, coagulante 

microbiano e coalhos animais é a razão entre ACL e atividade enzimática (U/mL) e foi 

determinada de acordo com a Equação 3 (Anusha et al., 2014). 

𝑅𝐸 =
𝐴𝐶𝐿

atividade enzimática (U/mL) 
                 (Eq. 3) 

Onde: 

RE = razão de especificidade; 

ACL = atividade coagulação do leite. 

2.2.5 Propriedades físicas da coalhada 

As características físicas da coalhada foram avaliadas pela determinação da liberação 

de água (LA) e da capacidade de retenção de água (CRA). Foi conduzido um ensaio de 

coagulação em escala laboratorial de acordo com Remeuf et al. (1989) com modificações. Após 

a estabilização da temperatura a 32 °C, monitorada por termômetro de imersão total (HG, 
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Brasil), 20 mL de leite desnatado em pó reconstituído a 11% (0,5 g L-1 de solução de CaCl2 pH 

6,5) e 200 μL de coagulante foram adicionados em tubos (Ø 28,5 mm). Após a homogeneização, 

as amostras foram deixadas para coagulação em banho (VWR Ultrasonic Cleaner USC100T, 

Radnor Township, Pennsylvania, EUA) a 32 °C por 90 minutos e depois centrifugadas (3500×g, 

15 min; HERMLE Z 323 K, HERMLE Labortechnik GmbH, Wehingen, Alemanha) sem corte 

prévio da coalhada. Após a centrifugação, o volume de soro de leite foi pesado, o coágulo foi 

liofilizado (Freeze Dryer Modulyo, Edwards, UK) e o peso final foi determinado pela diferença 

antes e depois da liofilização.  

A liberação de água (LA) foi realizada segundo Lemes et al. (2016) por meio da seguinte 

fórmula (Equação 4):  

𝐿𝐴 (%) =
𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 − 𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙

𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 
 × 100                            (Eq. 4) 

A capacidade de retenção de água (CRA) foi calculada (Equação 5) de acordo com 

Farnsworth et al. (2006). 

𝐶𝑅𝐴 (%) =
𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 𝑑𝑜 𝑐𝑜á𝑔𝑢𝑙𝑜 −𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑜 𝑠𝑜𝑟𝑜

𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 𝑑𝑜 𝑐𝑜á𝑔𝑢𝑙𝑜 
 × 100                           (Eq. 5) 

2.2.6 Caracterização espectroscópica 

Os coagulantes foram liofilizados (Modulyo, Edwards, Reino Unido) e analisados por 

espectroscopia no infravermelho médio (MIR), em equipamento FTIR-ATR (Cary 630 FTIR, 

Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, EUA), equipado com reflectância total atenuada 

(ATR) com célula de cristal de diamante. 0,5 g de cada amostra foi colocada individualmente 

no compartimento de acessórios onde incidem os raios na faixa do infravermelho (cristal de 

diamante). Os espectros foram obtidos no modo absorbância com resolução de 4 cm-1 e 64 

varreduras. O software para aquisição dos espectros foi o software Agilent MicroLab PC. Antes 

de cada coleta, o espectro de fundo branco foi lido e avaliado na região espectral com número 

de onda de 4000 a 600 cm-1. Para cada amostra foram realizadas duas repetições, e a temperatura 

ambiente foi mantida em torno de 25 °C. 

2.2.7 Caracterização cromatográfica 

 A separação das proteínas presentes nos coagulantes foi realizada por cromatografia de 

exclusão de tamanho utilizando uma coluna Acclaim™ SEC-1000 (7.8 × 300 mm, 7 µm, 1000 

Å; Thermo Scientific™, EUA) acoplada a um sistema Agilent 1260 Infinity II HPLC. Um 
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volume de 5 µL de cada amostra foi injetado e a eluição foi conduzida em modo isocrático, 

empregando tampão fosfato de sódio 20 mmol L⁻¹ (pH 7.0) a um fluxo de 0.2 mL min⁻¹, com 

tempo total de corrida de 30 min. A detecção das proteínas foi monitorada a 215 nm em detector 

UV (De Jesus et al., 2023). A determinação dos pesos moleculares aparentes foi realizada 

conforme o procedimento descrito por Iizuka e Faust (1982). 

2.3 Produção do queijo fresco 

 Após a caracterização, os coagulantes foram comparados quanto à atividade coagulante 

do leite (ACL), atividade proteolítica (AP) e razão de especificidade (RE). Com base nesses 

parâmetros foram selecionados para produção dos queijos o coagulante vegetal comercial Z 

(360 IMCU mL⁻¹; 6,27 μg mL⁻¹; 18,01) e o extrato da flor de alcachofra (352 IMCU mL⁻¹; 

16,97 μg mL⁻¹; 7,42), considerando a combinação de elevada atividade coagulante, atividade 

proteolítica moderada e adequada razão de especificidade, o que caracteriza um perfil 

enzimático adequado à produção de queijos frescos. O coagulante microbiano foi utilizado 

como coagulante de referência. 

Os queijos foram produzidos utilizando três tratamentos diferentes: coagulante vegetal 

Z (CVZ), extrato de flor de alcachofra (EA) e coagulante microbiano (CM). Para cada produção 

foram utilizados 5 L de leite obtidos por ordenha mecânica em condições higiênicas adequadas 

de vacas mestiças (Holandês x Zebu) (14°52'30" S, 41°30'0" W). Antes da produção, o leite foi 

analisado quanto à acidez titulável, densidade, sólidos totais, gordura (AOAC, 2016) e pH com 

pHmetro (PHS3BW, Bel Equipamentos Analíticos Ltda., Piracicaba, SP, Brasil). Os valores 

médios encontrados foram 0,15 % de ácido lático, 1,028 g mL-1, 11,54 %, 3,59 % e 6,58, 

respectivamente.  

O leite foi filtrado através de um filtro de náilon (Injesul, Lambari, MG, Brasil) e 

pasteurizado a 64 ± 1 °C durante 30 min e resfriado a 32 ± 1 °C. Foram adicionados 13 g L-1 

de cloreto de sódio (NaCl) 2,22 M e 0,4 mL/L de solução de cloreto de cálcio 0,36 M (CaCl2) 

(Coalhopar, Coalhos Bio Paraná LTDA, Alto Piquiri, PR, Brasil). A temperatura foi então 

ajustada para 35 °C e os coagulantes foram adicionados: 1,5 mL/L para CVZ, 8 mL/L para EA 

e 0,9 mL/L para CM (HA-LA®, Chr. Hansen, Brasil, 75 IMCU).  

Após a coagulação (50 min), a coalhada foi cortada em cubos de 2 cm2, permanecendo 

em repouso por 10 min. Em seguida a massa foi aquecida a 36 °C ± 1 °C, sob agitação contínua 

por 10 min. Após esse período, o soro foi drenado e a massa foi moldada em formas com 8 cm 

de diâmetro. Os queijos foram virados a cada 15 minutos durante 1h em temperatura ambiente 
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(25 ± 1 °C) e mais duas vezes a cada 1h e meia durante 3h sob refrigeração (4 ± 1 °C). Ao final 

os queijos foram embalados a vácuo utilizando uma seladora (BS320, R. Baiao, Vila Casal, 

Uba, MG, Brasil) em embalagens multicamadas de náilon/polietileno (In Rio, Taquara, RJ, 

Brasil) e armazenadas sob congelamento (-18 ± 1 °C) até o momento das análises. Cada 

tratamento (CVZ, EA e CM) foi repetido três vezes, consistindo em três lotes separados. 

2.3.1 Rendimento do queijo 

O rendimento do queijo foi calculado segundo Onelli et al. (2026), de acordo com a 

Equação 6:  

𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 (%) =
𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑎 𝑐𝑜𝑎𝑙ℎ𝑎𝑑𝑎

𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑜 𝑙𝑒𝑖𝑡𝑒 
 × 100                            (Eq. 6) 

2.3.2 Análises do soro 

O soro foi medido e analisado para acidez titulável (AOAC 920.124), gordura (AOAC 

920.125), proteína total (AOAC 2001.14) (AOAC, 2016) e pH em medidor digital de pH 

(PHS3BW, Bel Equipamentos Analíticos Ltda., Piracicaba, SP, Brasil). 

2.4 Parâmetros físico-químicos e medidas analíticas dos queijos 

O perfil químico e físico dos queijos foi medido em triplicata, de acordo com as 

metodologias descritas pela AOAC (2016). Foram determinados os teores acidez titulável 

(AOAC 920.124), gordura (AOAC 920.125), umidade (AOAC 926.08), cinzas (AOAC 935.42) 

e proteína total (AOAC 2001.14). Análises de pH foram realizadas utilizando um medidor 

digital de pH (PHS3BW, Bel Equipamentos Analíticos Ltda., Piracicaba, SP, Brasil).  

A atividade de água (aw) foi determinada utilizando analisador de atividade de água 

(AquaLab 3TE, Decagon Devices Inc., Washington, EUA). A cor foi determinada no sistema 

L*, a*, b*, no colorímetro Colorquest XE (HunterLab, Sunset Hills Reston, VA, EUA), 

utilizando o sistema CIELab (CIE, 2018), previamente calibrado em uma superfície preto e 

branco, onde L* representa a luminosidade (L* = 0 - preto e L* = 100 - branco) e a* e b* as 

coordenadas de cor responsáveis pela cromaticidade (+ a* = vermelho e - a* = verde, + b* = 

amarelo e - b* = azul). 

A Análise de Perfil de Textura (TPA) foi realizada em septuplicata utilizando um 

analisador de textura (TA.HD plus, Stable Micro Systems, Reino Unido). Durante os testes 

amostras de 25 × 20 mm (altura × diâmetro) foram comprimidas por uma placa de compressão 
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paralela de aço inoxidável (100 mm), com compressão dupla. A taxa de deformação foi 

programada para 1,0 mm/s e 10 mm de compressão máxima. A programação do experimento e 

a coleta de dados foi realizada por meio do programa computacional Texture Expert for 

Windows 1.20 (Stable Micro Systems, UK). Os dados foram analisados para os parâmetros 

avaliados: dureza, adesividade, elasticidade e coesividade, utilizando o software Brookfield 

Texture Pro CT V1.4 (De Jesus et al., 2024). 

2.5 Perfil espectroscópico 

As amostras foram analisadas por espectroscopia no infravermelho médio (MIR), de 

acordo com o item 2.2.7. 

Também foram obtidos dados por espectroscopia no infravermelho próximo (NIR), 

utizando um espectrofotômetro NIR (SpectraStar 2500XL, Unity Scientific, Brookfield, CT, 

EUA) equipado com uma lâmpada de halogênio-tungstênio como fonte de luz e um detector de 

arseneto de índio-gálio (InGaAs). Aproximadamente 20 g de amostras foram colocadas no 

fundo da cápsula de quartzo e os espectros foram gerados no modo de reflectância e 

transformados em absorbâncias usando log 1/R. A faixa espectral utilizada foi de 1100 nm a 

2500 nm. Cada ponto corresponde à média de 64 varreduras, totalizando 1400 pontos. O 

software Unity InfoStar V3.11.3 foi utilizado para configuração, controle e aquisição de dados 

do espectrofotômetro. 

Em ambas análises, para cada amostra foram realizadas duas repetições, e a temperatura 

ambiente foi mantida em torno de 25 ± 1 °C. 

2.6 Desenho experimental  

O desenho experimental seguiu o delineamento inteiramente casualizado (DIC) com 

quinze diferentes coagulantes (10 coagulantes vegetais comerciais, extrato aquoso da flor de 

alcachofra, coagulante microbiano, coalho de bezerro, cordeiro e cabrito), testados em leite 

bovino. Os dados foram expressos como média ± desvio padrão. ANOVA unidirecional foi 

aplicada para avaliar o efeito do tipo de coagulante sobre os parâmetros avaliados. Quando 

diferenças significativas foram observadas (p < 0,05), as médias foram comparadas pelo teste 

de Tukey. Todas as análises estatísticas foram realizadas utilizando o Statistical Analysis 

System (SAS), versão 9.1 para estudantes (Statistical Analysis System, 2023). 
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3. Resultados e Discussão 

3.1 Caracterização dos coagulantes 

O teor de proteínas, atividade enzimática, AP, ACL e RE foram determinados para os 

coagulantes vegetais comerciais, o extrato da flor de alcachofra, o coagulante microbiano e para 

os coalhos animais (Tabela 1). 

Tabela 1. Valores médios ± desvio padrão do teor de proteína, atividade proteolítica, atividade 

de coagulação do leite e razão de especificidade para os coagulantes. 

Coagulante 

 Caracterização 

Teor de Proteína  

(mg mL-1) 

Atividade 

enzimática 

(U mL-1) 

AP 

(μg mL-1) 

ACL  

(IMCU mL-1) 
RE 

Vegetal A 3,66 ± 0,02c 9,39 ± 0,1g 2,57 ± 0,04g 215 ± 0,2f 22,87 ± 3,8b 

Vegetal B 8,75 ± 0,01a 35,00 ± 0,4e 4,00 ± 0,04f 380 ± 0,8c 10,86 ± 0,3c 

Vegetal C 6,63 ± 0,03b 26,31 ± 0,2f 3,97 ± 0,03f 286 ± 0,1e 10,89 ± 0,1c 

Vegetal D 1,63 ± 0,01d 13,23 ± 0,03g 8,12 ± 0,02e 80 ± 0,02g 6,07 ± 0,1d 

Vegetal E 1,90 ± 0,03d 8,54 ± 0,1g 4,49 ± 0,05f 199 ± 0,04f 23,33 ± 0,9b 

Vegetal F 1,27 ± 0,01e 8,05 ± 0,03g 6,34 ± 0,03e 127 ± 0,04f 15,83 ± 0,3c 

Vegetal G 1,40 ± 0,01e 8,61 ± 0,1g 6,15 ± 0,05e 181 ± 0,04f 21,01 ± 0,7b 

Vegetal J 3,60 ± 0,01c 27,88 ± 0,1f 7,74 ± 0,04e 365 ± 0,8c 13,10 ± 0,3c 

Vegetal L 2,66 ± 0,01b 68,97 ± 0,1d 25,93 ± 0,1b 358 ± 0,9c 5,19 ± 0,1d 

Vegetal Z 3,19 ± 0,01c 20,01 ± 0,3f 6,27 ± 0,1e 360 ± 0,9c 18,01 ± 0,6b 

Alcachofra 2,82 ± 0,04f 47,87 ± 1,4c 16,97 ± 0,5c 352 ± 0,05c 7,42 ± 0,05d 

Microbiano 6,17 ± 0,02 c 9,02 ± 0,3g 1,46 ± 0,05h 240 ± 0,04d 26,58 ± 0,1a 

Animal 1 7,90 ± 0,02b 121,99 ± 0,6b 15,44 ± 0,1c 403 ± 0,1b 3,30 ± 0,02e 

Animal 2 6,16 ± 0,01c 91,15 ± 0,2c 14,80 ± 0,03c 278 ± 0,3e 3,05 ± 0,01e 

Animal 3 8,77 ± 0,03a 175,35 ± 0,3a 19,99 ± 0,04a 542 ± 0,5a 3,09 ± 0,1e 
a, b, c, d, e, f, g, h Médias seguidas pela mesma letra, na mesma coluna, não diferiram entre si pelo 

teste de Tukey (p > 0,05). AP: atividade proteolítica; ACL: atividade de coagulação do leite; 

RE: razão de especificidade 

O teor de proteínas e a AP diferiram significativamente entre as amostras avaliadas (p 

< 0,05), sem relação direta entre os parâmetros. A variabilidade observada indica diferenças na 

composição enzimática dos coagulantes. Para que uma protease seja considerada adequada à 

produção de queijos, deve apresentar baixa atividade proteolítica associada à elevada atividade 

de coagulação do leite (Liu et al., 2021), perfil que foi observado para os coagulantes vegetais 

B e Z e para o extrato da flor de alcachofra. 
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Os maiores valores de atividade de coagulação do leite (ACL) foram observados para 

os coalhos animais 3 e 1. Entre os coagulantes vegetais, as amostras B, J, L, Z e o extrato da 

flor de alcachofra apresentaram elevados valores de ACL, sem diferenças significativas entre 

si (p > 0,05), sendo superiores à quimosina microbiana, ao coalho animal 2 e aos demais 

coagulantes vegetais avaliados, reforçando sua adequação tecnológica à produção de queijos. 

Alguns fatores podem interferir nas características dos coagulantes vegetais, 

influenciando na concentração de enzimas de coagulação do leite e, consequentemente, nas 

propriedades de coagulação do leite, tais como forma de maceração, temperatura de secagem e 

variedade de flores, localização geográfica, estágio de maturação na colheita, ou ainda 

diferenças no perfil enzimático (Gostin & Waisundara, 2019).  

A relação entre atividade de coagulação do leite e atividade proteolítica, também 

denominada razão de especificidade (RE), é uma propriedade intrínseca das enzimas utilizadas 

na coagulação do leite e constitui um parâmetro central na avaliação de sua aplicabilidade 

tecnológica (Hang et al., 2016). O coagulante microbiano apresentou a maior RE, seguido pelos 

coagulantes vegetais A, E, G e Z. Esse perfil pode estar associado ao fato dessa amostra ser 

constituída por mucorpepsina produzida por fermentação submersa. As proteases microbianas 

são semelhantes à quimosina em sua especificidade para κ-CN, mas induzem níveis mais 

elevados de atividade proteolítica não específica (Fox et al. 2017).  

Uma razão de especificidade elevada está associada à coagulação mais eficiente, maior 

rendimento e menor liberação de peptídeos amargos durante a maturação do queijo, ao passo 

que valores baixos tendem a comprometer o rendimento, a firmeza da coalhada e os atributos 

sensoriais do produto final (Mazorra-Manzano et al., 2013). 

As propriedades físicas da coalhada foram avaliadas pela determinação da LA e CRA 

(Tabela 2), e observou-se que esses parâmetros diferiram significativamente entre os 

coagulantes avaliados (p < 0,05), evidenciando o impacto do perfil enzimático sobre a formação 

e organização da rede de caseínas durante a coagulação. 

De modo geral, valores elevados de LA estiveram associados a menores valores de 

CRA, indicando a formação de géis mais suscetíveis à sinérese, como observado para os 

coagulantes vegetais B, C e J e para a quimosina microbiana. A sinerese, definida como a 

liberação de soro da matriz proteica do gel, exerce papel central na fabricação de queijos ao 

influenciar diretamente o rendimento e a qualidade do produto por meio do controle do teor de 

umidade da coalhada (Ismail, 2019). 
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O coagulante vegetal Z e o extrato da flor de alcachofra apresentaram tendência oposta, 

indicando maior retenção de umidade no gel. Esses resultados destacam uma compensação 

entre LA e CRA, na qual a redução da liberação de água está associada ao aumento da 

capacidade de retenção de umidade da coalhada.  

Os resultados observados para o coagulante vegetal Z podem estar associados ao fato 

de a amostra ser obtida por extração seguida de purificação parcial das proteases das flores de 

cardo, resultando em um perfil enzimático mais definido. Esse processo tende a reduzir a 

contribuição de outras enzimas do extrato bruto, favorecendo o processo de coagulação do leite 

como observado em estudos nos quais a purificação parcial aumentou a razão entre a atividade 

de coagulação do leite e a atividade proteolítica, reduzindo a hidrólise não específica e 

melhorando o desempenho dos coagulantes (Salehi et al., 2017; Arbita et al., 2020).  

Tabela 2. Valores médios ± desvio padrão das propriedades físicas da coalhada formada por 

diferentes coagulantes. 

Amostra LA (%) CRA (%) 

Vegetal A 83,17 ± 0,2b 26,72 ± 0,8c 

Vegetal B 84,66 ± 1,1a 24,53 ± 4,7cd 

Vegetal C 84,58 ± 0,5a 25,43 ± 4,4cd 

Vegetal D 82,56 ± 0,2b 26,63 ± 1,0c 

Vegetal E 83,46 ± 0,7b 32,01 ± 2,8b 

Vegetal F 83,61 ± 0,1b 30,64 ± 3,0b 

Vegetal G 83,36 ± 0,2b 27,89 ± 1,2c 

Vegetal J 84,99 ± 0,7a 23,02 ± 2,2d 

Vegetal L 82,08 ± 1,0b 21,31 ± 2,1d 

Vegetal Z 79,20 ± 0,1c 37,83 ± 0,2a 

Alcachofra 73,84 ± 1,5d 36,85 ± 2,2a 

Microbiano 84,83 ± 0,5a 28,01 ± 1,3c 

Animal 1 81,62 ± 0,4c 21,81 ± 1,4d 

Animal 2 80,94 ± 0,5c 18,97 ± 3,8d 

Animal 3 75,21 ± 0,5d 33,94 ± 2,4b 
a, b, c, d Médias seguidas pela mesma letra, na mesma coluna, não diferiram entre si pelo teste de 

Tukey (p > 0,05). LA: liberação de água; CRA: capacidade de retenção de água. 

O coagulante vegetal A apresentou um perfil tecnológico distinto dos demais 

coagulantes, caracterizado por baixas ACL e AP (215 IMCU mL⁻¹ e 2,57 μg mL⁻¹) e RE elevada 

(22,87). Esse comportamento esteve associado a uma reorganização da rede de caseínas 

caracterizada por maior liberação de água e menor capacidade de retenção de água. Esse efeito 

pode ser atribuído à sua composição, que combina enzimas extraídas das flores de cardo com 
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fitoquimosina de Galium verum. Essa planta também conhecida como erva-coalheira era usada 

tanto na Inglaterra quanto no noroeste da Espanha na coagulação do leite para a produção de 

queijo (Feijoo-Siota et al., 2018). 

O coagulante vegetal J, possui em sua formulação proteases extraídas das flores de cardo 

associadas a enzimas de outras espécies vegetais, apresentou elevada atividade coagualnte (365 

IMCU mL⁻¹), associada a alta atividade proteolítica (7,74 μg mL⁻¹) com RE de 13,10. Esse 

perfil resultou em coalhadas com valores elevados de LA e baixa CRA, evidenciando coalhadas 

com maior suscetibilidade à sinérese. A presença de diferentes proteases pode ter contribuído 

para o aumento da atividade proteolítica observada, favorecendo a expulsão da fase aquosa 

durante a reorganização da rede de caseínas.  

Os demais coagulantes vegetais (B, C, E, F, G e L) apresentaram variabilidade 

decorrente de diferentes combinações de ACL, AP e RE. De modo geral, esses coagulantes 

apresentaram elevada LA e baixa CRA, resultando em coalhadas com maior suscetibilidade à 

sinérese. O coagulante L apresentou elevada ACL (358 IMCU mL⁻¹) associada a alta AP (25,93 

μg mL⁻¹) e baixa RE (5,19) estando associado a maior sinérese da coalhada. Esses resultados 

indicam que coagulantes vegetais com baixa seletividade enzimática pode comprometer a 

organização estrutural da coalhada, mesmo quando apresentam elevada eficiência de 

coagulação. 

De modo geral, as amostras Animal 1, 2 e 3 apresentaram, alta ACL e AP e baixa RE, 

associados a elevados valores de LA e a baixa CRA, comportamento esperado para a 

composição enzimática de coalhos, caracterizada por diferentes proporções de 

quimosina:pepsina. Esses resultados indicam que, em comparação aos coagulantes vegetais 

com maior razão de especificidade, o uso de coalhos animais provoca maior sinérese e menor 

retenção de umidade na coalhada, o que pode comprometer o rendimento e a textura de queijos. 

A espectroscopia MIR foi utilizada para obter informações sobre a estrutura, as 

vibrações moleculares e a composição química dos diferentes coagulantes. A partir dos 

espectros de MIR foram observadas várias bandas de absorção (Figura 1), relacionados às 

vibrações de grupos funcionais característicos. 

Para os coagulantes vegetais comerciais e o extrato da flor de alcachofra (Figura 1A) 

foram observadas 8 bandas principais, enquanto para a quimosina microbiana e coalhos animais 

foram identificados 7 bandas (Figura 1B), destacando-se intensidades diferentes de absorção 

entre o grupo de coagulantes vegetais e o do coagulante microbiano e coalhos animais. 
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Em ambos os grupos, as bandas na região de 3300 cm⁻¹ estão associadas às vibrações 

de estiramento O–H e N–H, típicas de proteínas e água ligada, enquanto as bandas próximas a 

2925–2947 cm⁻¹ correspondem ao estiramento C–H de cadeias alifáticas (Cardoso et al., 2023) 

De acordo com De Jesus et al., (2023) as regiões entre 1700 e 1500 cm⁻¹ (1593–1587 cm⁻¹) são 

atribuídas predominantemente às bandas de amida I e II e descrevem o comportamento da 

estrutura secundária das proteínas presentes nos diferentes coagulantes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Caracterização por espectroscopia no infravermelho médio (MIR) de: A) coagulantes 

vegetais líquidos comerciais (A, B, C, D, E, F, G, J, L e Z) e do extrato da flor de alcachofra 

(Cynara cardunculus L. var. scolymus); B) coagulante microbiano (Aspergillus niger var. 

awamori) e coalhos animais (1–3: cordeiro, cabrito e bezerro, respectivamente). 

A espectroscopia MIR revela as vibrações moleculares, principalmente modos de 

estiramento e deformação, produzindo um perfil químico característico da amostra (Ayvaz et 

al., 2022). Os coagulantes vegetais C e L apresentaram maior intensidade nas bandas em 3281 

cm⁻¹, associadas às vibrações de estiramento N–H e O–H, e em 1017 cm⁻¹, atribuída 

principalmente ao estiramento de ligações C–O e C–N na região fingerprint (De Jesus et al., 

2023). Em contraste, os coalhos animais 1 e 2 exibiram bandas mais intensas em 1587 e 1400 

cm⁻¹, relacionadas, respectivamente, às vibrações da amida II (C–N/N–H) e à deformação 

angular de grupos metileno, indicando diferenças na composição e organização molecular em 

comparação aos demais coagulantes avaliados.  

A distribuição das proteínas dos coagulantes foi avaliada por diferença de peso 

molecular. Os perfis obtidos por cromatografia de exclusão por tamanho evidenciaram que, 

embora as amostras apresentem picos em regiões de eluição semelhantes, destacam-se 

diferenças na distribuição e na intensidade relativa das frações proteicas (Figura 2).  
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Ao comparar os cromatogramas, observa-se que diferentes coagulantes apresentaram 

picos em regiões de eluição entre 10–23 min, sugerindo a presença de frações proteicas 

semelhantes. Nos coagulantes vegetais comerciais, como D e J, bem como no extrato da flor de 

alcachofra (Figura 2A), esses picos apresentaram maiores intensidades relativas, acompanhadas 

por frações adicionais. De acordo com De Jesus et al. (2023), essas diferenças podem estar 

relacionadas a variações na concentração de proteases e à presença de outros componentes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Perfis cromatográficos por exclusão molecular de: A) coagulantes vegetais 

comerciais (A, B, C, D, E, F, G, J, L e Z) e do extrato da flor de alcachofra (Cynara cardunculus 

L. var. scolymus); B) coagulante microbiano (Aspergillus niger var. awamori) e coalhos 

animais (1–3: cordeiro, cabrito e bezerro, respectivamente). 

Em contraste, os coalhos animais 1 e 2 (Figura 2B) exibiram perfis caracterizados por 

picos mais definidos e intensos em regiões específicas do cromatograma entre 19–23 min. A 

presença de picos adicionais de menor intensidade sugere a coexistência de outras proteínas ou 

outras frações proteícas não identificadas, refletindo a complexidade composicional dos 

coagulantes. Essas variações são consistentes com os resultados de teor de proteínas e com as 

diferenças observadas nos perfis espectrais de MIR, e podem estar associadas às variações de 

atividade proteolítica observadas entre os coagulantes. 

Compreender os mecanismos bioquímicos e as implicações tecnológicas dos diferentes 

agentes coagulantes é essencial para otimizar a produção de queijo, melhorar a diversidade de 

produtos e atender às preferências em evolução dos consumidores e das partes interessadas da 

indústria (Sachan & Karnwal, 2022). 
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3.2 Parâmetros físico-químicos, analíticos e espectroscópicos dos queijos 

Os parâmetros físico-químicos, analíticos e o rendimento dos queijos produzidos com 

coagulante vegetal Z (CVZ), extrato da flor de alcachofra (EA) e coagulante microbiano (CM) 

são apresentados na Tabela 3.  

Tabela 3. Valores médios ± desvio-padrão dos parâmetros físico-químicos, analíticos, de 

textura e rendimento dos queijos produzidos com coagulante vegetal Z (CVZ), extrato da flor 

de alcachofra (EA) e coagulante microbiano (CM). 

 a, b, c Médias seguidas pela mesma letra, na mesma linha, não diferiram entre si pelo teste de 

Tukey (p > 0,05). 

Os parâmetros pH, atividade de água e teor de cinzas não diferiram entre os queijos 

produzidos com os três agentes coagulantes. Em contrapartida, acidez titulável, teores de 

gordura, umidade, proteína total, parâmetros de cor L* e a*, bem como dureza e adesividade, 

apresentaram diferenças estatisticamente significativas (p < 0,05) entre pelo menos dois dos 

tratamentos avaliados. Resultados semelhantes têm sido descritos em estudos que avaliaram a 

produção de queijos utilizando diferentes agentes coagulantes, incluindo coagulantes vegetais, 

nos quais pH, atividade de água e teor de cinzas não apresentaram diferenças estatisticamente 

significativas (Zikiou & Zidoune, 2018; Colombo et al., 2020). 

A acidez titulável foi significativamente maior nos queijos produzidos com CVZ e EA 

em relação ao CM, sem diferença entre os dois coagulantes vegetais (p < 0,05). El-Salam et al. 

Parâmetro 
Coagulante 

CVZ EA CM 

pH 6,53 ± 0,3a 6,5 ± 0,03a 6,72 ± 0,09a 

Acidez (% w/v) 0,45 ± 0,1a 0,40 ± 0,04a 0,23 ± 0,04b 

Gordura (% w/w) 21,50 ± 1,1a 18,51 ± 1,8b 22,51 ± 0,8a 

Umidade (% w/w) 59,49 ± 1,9b 61,90 ± 1,0a 57,40 ± 2,0b 

Cinzas (% w/w) 2,19 ± 0,2a 1,94 ± 0,2a 2,06 ± 0,2a 

Proteína Total (% w/w) 13,88 ± 1,7ab 12,20 ± 0,4b 14,56 ± 0,3a 

aw 0,991 ± 0,002a 0,991 ± 0,004a 0,992 ± 0,002a 

L* 85,72 ± 0,6c 89,58 ± 0,6b 90,17 ± 0,8a 

a* 1,94 ± 0,6a 1,68 ± 0,1b 1,20 ± 0,5b 

b* 16,19 ± 0,6a 16,30 ± 0,6a 16,06 ± 1,3a 

Dureza (N) 1,19 ± 1,2b 0,93 ± 2,7c 3,08 ± 2,6a 

Adesividade (mJ) -0,16 ± 2,6b -0,13 ± 2,7b -0,62 ± 3,7a 

Elasticidade (mm) 3,9 ± 0,1a 2,6 ± 0,1a 4,3 ± 0,1a 

Coesividade 0,42 ± 0,1a 0,42 ± 0,2a 0,45 ± 0,2a 

Rendimento (%) 16,65 ± 1,6a 19,04 ± 2,2a 19,28 ± 0,6a 
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(2017) também relataram valores de maior acidez titulável em queijos produzidos com 

coagulantes vegetais, associando esse comportamento principalmente à maior atividade 

proteolítica dos extratos de flores de alcachofra. 

Observou-se que os queijos produzidos com EA apresentaram maior teor de umidade e 

menor teor de gordura em comparação aos demais tratamentos o que pode ser atribuído à maior 

capacidade de retenção de água da coalhada formada por esse coagulante, conforme 

evidenciado pelos maiores valores de CRA e menor LA observados durante a etapa de 

coagulação. Os valores observados são semelhantes aos reportados por Chavez et al. (2024) 

para queijos frescos produzidos com papaína liofilizada, os quais apresentaram teores de 

umidade entre aproximadamente 60 e 65% e conteúdo lipídico próximo a 20%.  

O teor de proteína foi maior nos queijos produzidos com CM, em comparação aos 

queijos produzidos com coagulantes vegetais. Comportamento semelhante foi observado por 

Colombo et al. (2020), que relataram menor teor de proteína em mini queijos produzidos com 

o extrato da flor de alcachofra. Esse resultado está associado à maior especificidade da 

quimosina pela ligação Phe105–Met106 da κ-caseína, favorecendo uma coagulação mais eficiente 

e, consequentemente, maior incorporação de proteína à coalhada, enquanto as proteases 

encontradas em plantas do gênero Cynara apresentam especificidade mais ampla, refletida em 

maior atividade proteolítica e menor razão de especificidade, conforme observado na 

caracterização dos coagulantes vegetais (Esposito et al., 2016; Alavi & Momen, 2020). 

A textura dos queijos foi avaliada por meio da TPA e diferenças significativas foram 

observadas para os parâmetros dureza e adesividade (p < 0,05), enquanto elasticidade e 

coesividade não diferiram entre os coagulantes avaliados. Entre os coagulantes vegetais, CVZ 

e EA apresentaram menores valores de adesividade, não diferindo entre si, enquanto que o uso 

de EA como coagulante, resultou em queijos com menor dureza. Resultados semelhantes foram 

encontrados por El-Salam et al. (2017) para queijo branco fresco, no qual o uso de extrato bruto 

da flor de alcachofra como agente coagulante resultou em queijos com menor dureza, enquanto 

não foram observadas diferenças significativas na elasticidade.  

A cor é um atributo relevante na percepção da qualidade do produto e contribui, 

juntamente com sabor e textura, para a avaliação global do alimento (Akbar et al., 2025). 

Diferenças significativas foram observadas nos parâmetros L* e a* (p < 0,05). Os queijos 

produzidos utilizando CM apresentaram maior luminosidade, parâmetro associado à dispersão 

da luz pela matriz proteica, que contribui para o aspecto mais claro do produto (Singh et al., 

2023). Em relação ao parâmetro a*, todos os valores foram positivos, sendo o coagulante CVZ 



97 
 

com maior contribuição do eixo vermelho na coloração dessa amostra. Em relação ao valor b*, 

não foram observadas diferenças entre os queijos analisados, indicando o mesmo nível de 

tonalidade amarela. 

O rendimento percentual dos queijos não apresentou diferenças significativas entre os 

tratamentos avaliados (p > 0,05), o que está de acordo com estudos relacionados à substituição 

da quimosina por extrato da flor de alcachofra na fabricação de queijos (Colombo et al., 2020; 

Onelli et al., 2025). Esse resultado evidencia que, apesar das diferenças observadas na 

caracterização funcional dos coagulantes, o uso do EA foi tecnologicamente equivalente ao 

coagulante de referência em termos de rendimento nas condições avaliadas. 

Os parâmetros físico-químicos do soro resultante da produção dos queijos são 

apresentados na Tabela 4. Os parâmetros físico-químicos dos soros obtidos não diferiram entre 

os tratamentos, com exceção do teor de proteína.  

Tabela 4. Valores médios ± desvio-padrão dos parâmetros físico-químicos do soro dos queijos 

produzidos com coagulante vegetal Z (CVZ), extrato da flor de alcachofra (EA) e coagulante 

microbiano (CM). 

Parâmetros 
Coagulante 

CVZ EA CM 

pH 6,27 ± 0,07a 6,32 ± 0,05a 6,30 ± 0,1a 

Acidez (% v/v) 0,11 ± 0,01a 0,10 ± 0,004a 0,10 ± 0,01a 

Gordura (% m/v) 0,80 ± 0,3a 0,70 ± 0,1a 0,60 ± 0,2a 

Proteína Total (% m/v) 0,64 ± 0,02ab 0,70 ± 0,02a 0,60 ± 0,05b 
a, b, c Médias seguidas pela mesma letra, na mesma linha, não diferiram entre si pelo teste de 

Tukey (p > 0,05). 

O extrato de alcachofra (EA) apresentou maior teor de proteína no soro quando 

comparado ao coagulante microbiano (CM), enquanto o coagulante vegetal Z (CVZ) não diferiu 

estatisticamente dos demais tratamentos. Resultado semelhante foi encontrado por Onelli et al. 

(2025), que observaram diferença significativa entre extrato de flor de alcachofra e quimosina 

microbiana apenas para o teor de proteína do soro obtido, com maiores valores associados ao 

uso do extrato vegetal, atribuindo esse comportamento à maior especificidade da quimosina 

microbiana. 

Esse resultado é consistente com o menor teor de proteína observado nos queijos 

produzidos com EA, refletindo menor retenção proteica durante a etapa de coagulação em 

comparação ao CM. Apesar das diferenças observadas no teor de proteína e na umidade, o 
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rendimento dos queijos não diferiu entre os tratamentos, indicando que o extrato de alcachofra 

pode ser considerado um coagulante viável para a produção de queijo fresco. 

A Figura 3 apresenta os perfis espectroscópicos de queijos produzidos utilizando 

diferentes coagulantes, obtidos nas regiões do infravermelho NIR e MIR. De modo geral, os 

espectros de ambas regiões evidenciaram perfil espectral semelhante entre os tratamentos, 

sendo as diferenças relacionadas à intensidade das bandas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Espectros obtidos por espectroscopia no infravermelho de queijos produzidos com 

coagulante vegetal Z (CVZ), extrato da flor de alcachofra (EA) e coagulante microbiano (CM): 

(A) dados brutos de NIR e (B) dados brutos de MIR. 

Técnicas espectroscópicas no infravermelho próximo e médio têm sido utilizadas na 

análise das características físico-químicas de queijos. Os espectros de NIR apresentaram bandas 

largas e sobrepostas ao longo da região espectral analisada (Figura 3A). As principais bandas 

de absorção observadas estão associadas à água (O–H), em torno de 1452 e 1926 nm, a lipídios 

(C–H/CH₃), nas regiões de 1204, 1728, 1766, 2306 e 2346 nm, e a proteínas (N–H/NH₃), 

associadas às bandas próximas de 2306 e 2346 nm (De Jesus et al., 2020; Cardoso et al., 2025). 

A análise dos espectros de MIR (Figura 3B) evidenciou bandas características 

associadas predominantemente à matriz proteica, com destaque para as regiões de amida I, em 

torno de 1634 cm⁻¹, e amida II, em torno de 1537 cm⁻¹, atribuídas às vibrações C=O, C–N e N–

H. Adicionalmente, foram observadas bandas largas associadas à água na região de estiramento 

O–H, em torno de 3273 cm⁻¹, típicas de amostras com elevado teor de umidade (De Jesus et al., 

2020; Silva et al., 2021). 

Os espectros obtidos em ambas regiões apresentaram diferenças relacionadas à 

intensidade das bandas, sem alterações no padrão espectral das amostras. Os queijos produzidos 
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utilizando coagulantes vegetais apresentaram maiores intensidade de absorção do que as 

observadas para CM. Esse comportamento é compatível com as diferenças observadas em 

parâmetros como umidade, teor de gordura e proteína, indicando que o uso dos diferentes 

coagulantes resultou em queijos com composição comparável. 

4. Conclusão 

Os resultados evidenciaram ampla variabilidade funcional e tecnológica entre os 

coagulantes vegetais comerciais, associada a diferenças no perfil enzimático, na razão de 

especificidade e na organização estrutural da coalhada. Entre os coagulantes avaliados, os 

coagulantes vegetais B e Z, bem como o extrato da flor de alcachofra, destacaram-se por 

apresentar elevada atividade de coagulação do leite e baixa atividade proteolítica associada a 

resultando em razões de especificidade compatíveis com a aplicação tecnológica na produção 

de queijos. Em contraste, coagulantes como L, D e J, embora apresentassem elevada atividade 

de coagulação, exibiram maior atividade proteolítica e menor seletividade enzimática, estando 

associados a maior sinérese da coalhada, o que indica restrições para sua aplicação nas 

condições avaliadas.  

A utilização do coagulante vegetal Z e do extrato da flor de alcachofra na produção de 

queijo fresco determinou a estrutura da coalhada, refletindo-se em queijos com maior teor de 

umidade, menor dureza e composição físico-química comparável àquela obtida com o 

coagulante microbiano. As análises espectroscópicas (MIR e NIR) indicaram perfis espectrais 

semelhantes entre os queijos, com diferenças restritas à intensidade das bandas, coerentes com 

as variações observadas na composição. Assim, nas condições avaliadas, tanto o coagulante 

vegetal Z quanto o extrato da flor de alcachofra demonstraram desempenho tecnológico 

comparável ao coagulante microbiano, confirmando sua viabilidade como agentes coagulantes 

alternativos para a produção de queijo fresco. 
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Conclusões Gerais 

 

Esta tese apresentou uma avaliação abrangente do comportamento enzimático e 

tecnológico do extrato da flor de alcachofra (Cynara cardunculus L. var. scolymus) para 

coagulação do leite de diferentes espécies, com ênfase na sua aplicação como alternativa aos 

coagulantes vegetais à base de cardo (Cynara cardunculus L.) e aos coagulantes convencionais. 

De forma integrada, os resultados demonstraram que o desempenho desses coagulantes é 

dependente da composição do leite e da especificidade enzimática do agente coagulante, 

influenciando diretamente os parâmetros de coagulação e a proteólise inicial. Observou-se que 

os extratos das flores de alcachofra e cardo apresentaram maior aptidão tecnológica para leites 

de ovelha, cabra e búfala, nos quais foram observados maiores valores de atividade coagulante 

e rendimento, enquanto leites de égua e burra não coagularam nas condições avaliadas e o leite 

de camela apresentou formação de gel com baixa firmeza e elevada sinerese. 

A caracterização dos coagulantes por meio de espectroscopia no infravermelho médio e 

cromatografia por exclusão molecular, confirmou que diferenças nos perfis enzimáticos se 

traduzem em respostas tecnológicas distintas. Essas variações foram refletidas em parâmetros 

como teor de proteína, atividade enzimática, propriedades físicas da coalhada e dinâmica de 

retenção e liberação de água, evidenciando a relação direta entre especificidade enzimática e 

comportamento da coagulação. De forma geral, os coagulantes vegetais não apresentaram 

diferenças significativas no desempenho tecnológico em relação ao coagulante microbiano, 

reforçando seu potencial de aplicação na indústria de laticínios. 

Na aplicação tecnológica, a produção de queijo fresco a partir de leite de vaca com 

coagulantes vegetais selecionados evidenciou diferenças no perfil físico-químico e proteômico. 

Os queijos obtidos apresentaram maior acidez titulável e umidade, menores teores de gordura 

e proteína, menor dureza e adesividade e menor luminosidade. Esses resultados refletem o 

efeito da especificidade enzimática sobre a estrutura da rede proteica do leite, impactando 

diretamente a qualidade final do produto. Apesar dessas diferenças, o perfil tecnológico 

observado mostrou-se compatível com a produção de queijos frescos de muito alta umidade. 

Considerando o conjunto dos capítulos desenvolvidos, evidencia-se que a interação 

entre a composição do leite e a especificidade enzimática constitui o principal fator modulador 

do desempenho tecnológico dos coagulantes. A compreensão integrada desses aspectos permite 

a aplicação estratégica dos coagulantes vegetais, orientando a sua seleção em função da espécie 

de leite, adequando às características tecnológicas desejadas no produto final. 

Adicionalmente, destaca-se o extrato da flor de alcachofra como coagulante alternativo 
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viável, com vantagens associadas à maior disponibilidade, menor variabilidade e ao 

aproveitamento de subprodutos agrícolas. Sua aplicação na coagulação do leite representa uma 

estratégia promissora para agregação de valor e diversificação de produtos lácteos, contribuindo 

para a inovação no setor. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 


