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RESUMO

FERRAO, Luana Limoeiro. Elaboracdo de requeijdo cremoso adicionado de
xilooligossacarideo, reduzido de gordura e de sddio. 2017. 110p. Tese (Doutorado
em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos). Instituto de Tecnologia, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2017.

A vida moderna tem trazido impactos negativos a saude da populagdo, pois vem
aumentando o consumo de alimentos industrializados, onde muitas vezes possuem em
sua composi¢do uam quantidade muito grande de acucar, sal e gordura. O excesso
desses nutrientes esta relacionado a doencas cronico nao transmissiveis, como
obesidade, diabetes e hipertensdo. Nesse cenario, a procura por alimentos mais
saudaveis vem aumentando consideravelmente, e com isso o desenvolvimento deste tipo
de alimento acompanha esse crescimento. Dentre dos alimentos mais consumidos estéo
os lacteos, principalmente os queijos. Frente ao descrito, esse trabalho teve o objetivo
de desenvolver um requeijdo com adi¢do de xilooligossacarideo, com reducdo de sodio
e de gordura. Foram desenvolvidas sete diferentes formulacdes, duas integrais, sendo
uma com reducdo de sddio, e cinco com reducgdo de sodio, sendo trés com acréscimo de
3,3% de prebidtico. Foram realizadas laboratorialmente analises para determinar a
composicdo centesimal (pH, umidade, proteinas, gorduras, célcio, sédio, potassio e
fibras), além de ensaios reoldgicos, microscopia eletrénica de varredura, tamanhyo de
particulas e derretimento. O grande desafio do produto estava em reduzir o sédio e a
gordura, com o intuito de deixar o produto mais saudavel, e substituir por um
oligossacarideo de forma a ndo descarcterizar o produto quanto a apresentacdo e o
sabor. De acordo com os resultados analitcos, a amostra desnatada com adi¢do de
xilooligossacarideo, sem o melhorador de sabor, é a que apresentou mais semelhanca
fisico quimica com o requeijdo padrdo. Assim, ao final, foi elaborado um requeijdo
cremosso, com possiveis propriedades funcionais, contribuindo de forma positiva para a
salde da populacéo.

Palavras-chave: requeijao cremoso, reducdo de sédio, xilooligossacarideo, prebidtico,
alimentos funcionais.
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ABSTRACT

FERRAO, Luana Limoeiro. Elaboration of requeijio cremoso added of
xylooligosaccharide, reduced fat and sodium. 2017. 110p. Thesis (Doctor Science in
Food Science and Technology). Institute of Technology, Federal Rural University of
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2017.

Modern life has brought negative impacts to the health of the population, since it is
increasing the consumption of industrialized foods, where they often have in their
composition a very large amount of sugar, salt and fat. The excess of these nutrients is
related to chronic noncommunicable diseases, such as obesity, diabetes and
hypertension. In this scenario, the demand for healthier foods has increased
considerably, and with this the development of this type of food accompanies this
growth. Among the most consumed foods are dairy products, mainly cheeses. In front
of the described, this work had the objective of developing a curd cheese with addition
of xylooligosaccharide, with reduction of sodium and fat. Seven different formulations
were developed, two integrals, one with sodium reduction, and five with sodium
reduction, three with an increase of 3.3% prebiotic. Laboratory analyzes were carried
out to determine the centesimal composition (pH, moisture, proteins, fats, calcium,
sodium, potassium and fibers), rheological tests, scanning electron microscopy, particle
size and melting. The great challenge of the product was to reduce sodium and fat, in
order to make the product healthier, and replace with an oligosaccharide so as not to de-
esterify the product in terms of presentation and taste. According to the analytical
results, the skimmed sample with xylooligosaccharide addition, without the flavor
improver, is the one that presented the most physical chemical similarity with the
standard curd. So, at the end, a creamy curd was prepared, with possible functional
properties, contributing positively to the health of the population.

Key Words: requeijdo cremoso, reduced sodium, xylooligosaccharide, prebiotic,
functional food.
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INTRODUCAO GERAL

A vida moderna vem trazendo modificacdes nos habitos da populacéo,
contribuindo negativamente para a saide, comprovado com o aumento dos registros das
Doencas Cronicas Nao Transmissiveis (DCNT). As doencas cardiovasculares
representam a principal causa de mortalidade no Brasil e no mundo. Dentre estas
doencgas, as mais importantes podem ser associadas a dietas ricas em gorduras e em

sodio, como é o caso da hipertensdo e da obesidade (WHO, 2012).

Este cenério desperta grande interesse da comunidade cientifica, fazendo com
que a alimentacédo e nutricdo sejam um assunto amplamente estudado. Cada vez mais a
populacéo se preocupa com a melhoria na qualidade de vida, a qual engloba a préatica de
atividades fisicas e o cuidado com a alimentacdo, e que visa a prevencao ao invés da
cura da doenca. Sob este aspecto vem aumentando a procura por alimentos com teor
reduzido de sédio, gorduras e aglcares bem como por alimentos que tragam beneficios a

saude, denominados alimentos funcionais.

Os produtos de origem animal sdo constituintes fundamentais para uma
alimentacdo humana equilibrada, destacando-se o leite, que apresenta grande
importadncia como fonte de proteinas, de lactose, de gordura e de minerais,
principalmente o calcio. Porém o mercado mostra-se promissor no que diz respeito a
aquisicdo de alimentos que além da intrinseca funcéo de nutrir o organismo, possa trazer
beneficios a manutencdo da salde e do bem-estar. Nesse contexto aplicam-se 0s
prebidticos, os probidtico, assim como outros componentes funcionais, todos

comprovadamente com impacto positivo na melhora do funcionamento organico.

Antunes e colaboradores (2007) e Santos, Barbosa e Barbosa (2008), relataram
que a inddstria de laticinios vem se destacando nesse aspecto com o maior numero de
produtos funcionais, através de adicdo de probioticos e de prebidticos em alimentos
como o iogurte, os leites fermentados, os queijos e seus analogos. Adicionalmente, o
requeijdo cremoso é um produto tipico do Brasil, ocupando o terceiro lugar no consumo
de lacteos, motivo pelo qual tem se tornado um dos focos das pesquisas de

desenvolvimento de produtos funcionais.
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Frente a este cenario, a elaboracdo de um alimento industrializado, com teores
reduzidos de sodio e de gorduta e com potencial funcional, torna-se uma ferramenta
importante, tanto de inser¢do de novos produtos no mercado quanto na manutngdo da
salde. Porém, tecnologicamente, frente aos parametros fisico-quimicos e reoldgicos, €
um desafio a elaboracdo de um requeijao cremoso com estas modificacdes nas matérias-

primas.

Uma alternativa para atender as necessidades atuais do mercado consumidor, o
qual esta cada vez mais preocupado com a manutencdo da saude, seria a producdo de
um requeijao funcional com adicdo de xilooligossacarideo como prebidtico, além do
teor reduzido de sodio e gordura.

Apesar de muitas pesquisas serem desenvolvidas na elaboracdo de lacteos
funcionais, seja prebioticos, probidticos ou simbidticos, o uso de xioloologossacarideo
(XOS) em requeijdo cremoso aparece como uma inovagdo. O XOS, dentre os
prebidticos pesquisados, é o que possui uma melhor resposta das bactérias bifidogénicas
em menores concentracles, de acordo com a pesquisa de Finegold e colaboradores
(2014).

13



OBJETIVOS

Objetivo Geral

Elaborar um requeijdo cremoso, potencialmente prebidtico, com adicdo de XOS
e reucad de gordura e de sddio, de forma que o alimento atenda aos padrdes fisico-
quimicos e reoldgicos estabelecidos.

Objetivos Especificos

- Elaborar um requeijdo potencialmente prebiotico pela adicdo de XOS;
- Reduzir gordura e sodio na formulagdo, com foco na saudabilidade do alimento;
— Determinar, analiticamente, a composi¢do centesimal e o pH do produto
elaborado;
Realizar analise da reologia, microscopia eletronica de varredura (MEV), derretimento,
distribuicdo de globulo de gordura e ressondncia magnética nuclear de forma a
investigar o impacto das modificacdes nas caracteristicas do requeijao.

14



CAPITULO 1: REVISAO DE LITERATURA

1. Alimentos Funcionais e Prebidéticos

O termo alimento funcional surgiu na década de 80 no Japao, e na década de 90
foi denominado FOSHU (Food for Specified Health Use). O que se observa é que na
maioria dos paises ndo existe uma definicdo legislativa do termo e o desenho de uma
linha de fronteira entre alimentos convencionais e funcionais & um desafio até mesmo
para especialistas em nutricdo e alimentos. Frente a esta realidade, uma série de
autoridades nacionais, instituicdes académicas e de industria tém proposto defini¢fes
para alimentos funcionais (MITSUOKA, 2014; SIRO et al., 2008).

No Brasil a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) ndo possui a
definicdo para alimento funcional. Porém, através da Resolucdo n.° 19 de 30 de abril de
1999, define o conceito de alegacdo de propriedade funcional, que € aquela relativa ao
papel metabdlico ou fisiolégico que o nutriente ou ndo nutriente tem no crescimento,
desenvolvimento, manutencdo e outras fungGes normais do organismo humano; e
alegacdo de propriedade de salde, que € aquela que afirma, sugere ou implica a
existéncia da relacdo entre o alimento ou ingrediente com doengca ou condigdo
relacionada a saide. (BRASIL, 1999).

Assim, entende-se por alimentos funcionais aqueles que fornecem ou
acrescentam algum beneficio para a salde, além do valor nutritivo presente
tradicionalmente nos alimentos (KHAN et al., 2013). Nos ultimos anos muitas pessoas
vém desenvolvendo doencas relacionadas aos maus habitos alimentares, como, por
exemplo, doencas cardiovasculares, dislipidemias, hipertensao, osteoporose, diabetes a
cancer (MITSUOKA, 2014).

Nas ultimas décadas as exigéncias dos consumidores em relacdo ao consumo de
alimentos mudaram consideravelmente, acreditando que os alimentos contribuem
diretamente para a sua saude. Alimentos, hoje, ndo tém a intencdo de apenas satisfazer a
fome e de fornecer os nutrientes necessarios para os seres humanos, mas também para

prevenir doencas relacionadas a nutricdo e melhorar o bem-estar fisico e mental dos
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consumidores e é nesse contexto que os alimentos funcionais ganham espagco na
alimentac&o humana (SIRO et al, 2008).

Os alimentos funcionais incluem aqueles alimentos funcioais habituais, que séo
aqueles que apresentam propriedades funcionais naturalmente, como as substancias
bioativas e as fibras dietéticas; os alimentos suplementados com substancias bioativas,
como é o caso dos probioticos e dos antioxidantes; e os derivados de ingrediente
alimentar, introduzidos nos alimentos convencionais, como é o caso dos prebioticos
(ROSA; COSTA; 2010).

Para que um alimento seja considerado funcional, deve ter uma eficécia
fisioldgica comprovada, além do fato de que ndo s&o considerados medicamentos, como
comprimidos ou capsulas, mas devem ser consumidos como parte de uma dieta diaria

equilibrada para que seu beneficio a satde seja percebido (AL-SHERAIJI et al., 2013).

A maior parte dos avancgos dos alimentos funcionais ocorre devido aos recentes
avangos na pesquisa relacionando esse tipo de alimentos com a melhora da flora
intestinal. Uma flora intestinal ideal é alcancada através de uma dieta nutricionalmente
balanceada e de um consumo ativo de alimentos funcionais, tais como oligossacarideos,
fibra alimentar e leites fermentados, que promovem as bactérias benéficas e/ou suprime
as bactérias nocivas (MITSUOKA, 2014).

A compreensdo do processo de inovagdo na industria de alimentos ainda esta
evoluindo e o processo de desenvolvimento de novos produtos alimenticios funcional
tem sido descrito como complexo, caro e arriscado (KHAN et al., 2013). A importancia
de a matriz alimentar e a funcionalidade do produto séo atualmente de grande relevancia
para todos os envolvidos na industrializacdo de alimentos funcionais (SANDERS;
MARCO, 2010). A viabilidade futura para producdo em larga escala e 0 sucesso dos
alimentos funcionais no mercado dependem de varios elementos, porém, a questdo
primordial é a aceitacdo consciente do consumo de tais produtos (BALDISSERA et al.,
2011).

Dentre os alimentos funcionais estdo os prebioticos, que sdo os polissacarideos
ou oligossacarideos que ndo sdo digeridos, chegando intacto ao intestino humano e
promovendo o crescimento e, melhorando a atividade de bactérias benéficas presentes

alimentos funcionais, pois influenciam de forma direta processos fisioldgicos e
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bioguimicos no organismo humano, levando a uma melhoria da saude e reducdo no
risco de aparecimento e de desenvolvimento de diversas doencas, através dos seguintes
efeitos: modulacdo da microbiota intestinal, alteracdo do metabolismo microbiano,
estimulo da imunidade do hospedeiro, estimulo na absorcéo de determinados nutrientes,
dentre outros (SAAD, 2006).

Além de trazer beneficio a salde, os prebiodticos possuem estabilidade quimica
durante condi¢des no processamento de alimentos, como variagdes de temperatura,
baixo pH e condicOes para a reacdo de Maillard. Nas formulacbes de alimentos
contribuem positivamente nas caracteristicas sensoriais melhorando a palatabilidade dos
mesmos (HUEBNER et al., 2008; WANG, 2009). Por esses motivos esse conceito atrai
um grande interesse no campo da nutricdo, tanto em pesquisa cientifica como na sua
aplicacdo em alimentos (AACHARY; PRAPULLA, 2011).

Contudo, se faz necessario estabelecer critérios claros para a classificacdo de um
ingrediente alimentar como um prebi6tico. Tal classificacdo exige uma base cientifica e
a demonstracdo de que o ingrediente resiste a acidez gastrica; ndo € hidrolisado por
enzimas do trato gastrointestinal (TGI); ndo é absorvido no TGI superior; é fermentado
por microrganismos intestinais; e induz a estimulagdo seletiva de crescimento e/ou
atividade de bactérias intestinais, potencialmente relacionado com a salde e a qualidade
de vida (GIBSON; ROBERFROID, 1995).

Os prebidticos mais comumente utilizados no processamento de alimentos sdo a
inulina, o frutooligossacarideo (FOS) e o galactooligossacarideo (GOS). Porém estudos
apontam a isomaltooligossacarideo (IMO), o xilooligossacarideo (XOS) e o lactitol
como prebidticos emergentes (AL-SHERAIJI et al., 2013; PATEL; GOYAL, 2012).
Esses oligossacarideos sdo processados a partir de diferentes métodos, seja isolando de
vegetais, através de producdo microbiolégica ou por meio da sintese enzimatica e da
degradacdo enzimatica de polissacarideos (AL-SHERAJI et al., 2013; RASTALL;
GIBSON, 2015).

O uso de prebidticos como ingediente alimentar no desenvolvimento de produtos
possui vantagens tecnoldgicas e nutricionais, melhorando as caracteristicas sensoriais;
fornecendo ao alimento caracteristicas de fresco por um tempo maior, 0 que impacta
(FRANCK; COUSSEMENT, 1997). Além das vantagens citadas, os produtos que
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possuem prebiodticos na sua composicdo, de forma geral, possuem um valor calérico
reduzido, pois, tecnologicamente, sdo usados como substitutos da gordura com a
finalidade de solucionar alguns problemas fisicos e sensoriais provenientes de baixos
niveis de gordura nos produtos finais (AL-SHERAJI et al., 2013).

No mercado de lacteos alguns produtos ja vém sendo desenvolvidos, contendo
prebidticos em sua composicdo, especialmente iogurte diet com frutas, utilizando,
primordialmente, a inulina. Neste caso, a inulina ndo altera as caracteristicas quimicas,
como o pH, diferentemente do que ocorre com as caracteristicas reologicas. A
viscosidade aumenta com o uso de fibras, independente do tipo de fibra que é
acrescentado no iogurte (MIREMADI; SHAH, 2012).

Constituida de cadeias longas, a inulina apresenta uma solubilidade reduzida,
formando microcristais quando em contato com a agua ou com o leite, conferindo uma
textura cremosa. Devido a esta caracteristica, € amplamente utilizada como substituto da
gordura em produtos lacteos, patés, molhos, recheios, coberturas, sobremesas

congeladas e produtos de panificacdo (SAAD, 2006).

A quantidade ingerida de prebidticos, de forma que apresentem os efeitos
positivos no organismo e na flora bacteriana intestinal, varia de acordo com o tipo de
oligossacarideo usado na elaboracdo dos produtos. Sako, Matsumoto e Tanaka (1999)
na sua pesquisa recomendam a ingestdo diaria de 10g por dia de GOS para observar 0s
efeitos bifidogénicos, porém 2,5 g de prebidticos por dia ja é suficiente para aumentar
os niveis fecais de bifidobactérias. Em relacdo a outros prebioticos, para observar estes
efeitos bifidogénicos, é recomendada a ingestdo de 2g por dia de XOS, de 2 a 10 g de
FOS por dia e de 8 a 10 g de IMO por dia (SAKO; MATSUMOTO; TANAKA, 1999;
RIVERO-URGELL; SANTAMARIA-ORLEANS, 2001; GOULAS et al., 2004).

2. Xilooligossacarideo

O xilooligossacarideo (XOS) é um oligossacarideo que contém em sua estrutura
de 2 a 10 moléculas de xilose ligadas através da ligacao B 1-4 (VAZQUES et al., 2000;
AACHARY; PRAPULLA, 2011). A estrutura quimica do XOS pode ser vizualisada na
Figura 1. A estabilidade quimica das moléculas de oligossacarideos pode variar
bastante, dependendo do tipo de oligossacarideos e dos residuos de monossacarideo, dos

18



tipos de ligacOes existentes e das configuragdes anoméricas. Sob este aspecto o uso de
XOS como prebidtico apresenta vantagens quando comparado com O
frutoligossacarideo (FOS) e com a inulina, uma vez que sao estaveis em uma ampla
gama de valores de pH (2,5-8,0), até o valor de pH relativamente baixo do suco
gastrico, e a temperaturas de até 100 °C (CARVALHO et al., 2013).

OH
HO

- O .l .

Figura 01: Estrutura quimica do xilooligossacarideo (FDA, 2013).

O uso de XOS, como ingrediente alimentar, se mostra interessante por possuir
caracteristicas tecnoldgicas favoraveis ao processamento, incluindo a estabilidade em
meio &cido e a resisténcia ao calor, além de alcancar efeitos bioldgicos significativos em
baixas doses diarias (MOURE et al., 2006). Como ingrediente alimentar, 0 XOS pode
ser utilizado tanto para a fortificagdo de alimentos, quanto para a elaboracdo de
alimentos especiais, como, por exemplo, nutricdo enteral ou dietas de combate a
obesidade (VAZQUEZ et al., 2000).

A adicdo de XOS, no desenvolvimento de produtos alimenticios, acrescenta
propriedades fisiologicas benéficas para o bom funcionamento do corpo, incluindo a
melhoria na funcdo intestinal, otimizacdo da absorcdo de calcio e a regulacdo do
metabolismo lipidico, além da reducdo do risco de desenvolvimento de doenca
cardiovascular e do risco do desenvolvimento de céncer de colon (AACHARY;
PRAPULLA, 2011). A maioria desses beneficios a saude humana se relaciona ao fato
do XOS melhorar a microbiota aumentando a presenca de bactérias benéficas, em
particular de Bifidobacterium, que inibem o crescimento de bactérias patogénicas e
putrefativas (CARVALHO et al., 2013).

19



Aléem disso, as fibras alimentares atuam como nutrientes dessas bactérias
benéficas da microbiota intestinal, fermentando esas fibras, liberando &cidos graxos de
cadeia curta (AGCC). Esses AGCC atuam no organismo a nivel hepatico, diretamente
no metabolismo lipidico, na sintese enddgena de colesteraol, 0 que atua como prevencao
de doencas cardiovasculares (DCV) (GUERREIRO et al, 2016).

Estudos, em humanos e em animais, demonstram que o XOS € um prebiotico
eficiente na modificacdo benéfica da microbiota intestinal a partir da ingestdo de 1,4 g
por dia em adultos, valor este de ingestdo muito abaixo do que é necessario de FOS e de
galactooligossacarideo (GOS) (>10 g/dia) para que seja percebido o efeito benéfico
destes prebidticos (FINEGOLD et al., 2014).

Os XOS sdo encontrados naturalmente em brotos de bambu, em frutas, em
legumes, no leite e no mel, contudo ainda ndo se sabe a quantidade exata de XOS nestas
fontes. A producdo em escala industrial deste prebidtico como ingrediente alimentar é
realizada a partir de materiais lignoceluldsicos (LCMS) (VAZQUEZ et al., 2000). O

XOS pode ser utilizado para varios fins, conforme pode ser observado na Figura 2.
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Figura 02: Aplicagdo do xilooligossacarideo nas diversas areas industriais. (VAZQUEZ
et al., 2000)

20



Os Xilooligossacaridoes que sdo produzidos a partir do xilano de LCMS podem
ser obtidos através de metodos quimicos, hidrolise enzimatica direta de um substrato
susceptivel ou de uma combinacgéo de tratamentos quimicos e enzimaticos. A producgéo
de XOS com métodos quimicos pode ser realizada por meio de vapor, de solucdes de
acidos minerais ou em soluc@es alcalinas diluidas, porém a extracdo de xilano com
vapor ou com &cido produz grandes quantidades de monossacarideos e 0s seus produtos
de desidratacdo. Para a obtencdo de XOS, a partir de LCMS, algumas etapas devem ser
realizadas, comecando com a hidrélise do LCMS, seguida do refino e da purificacao
(AACHARY; PRAPULLA, 2011; MOURE et al, 2006; JAIN; KUMAR,;
SATYANARAIANA, 2015).

Como ingrediente alimentar, o XOS tem um odor aceitavel e possui baixa
caloria, 0 que permite que sejam usados em diversos tipos de produtos alimentares. O
poder de docura da xilose equivale a 30% ao da sacarose, conferindo ao XOS uma
docura moderada, além de ndo possuir qualquer sabor desagradavel. Em relacdo a
atividade de agua do XOS, se assemelha a da glicose, 0 que aponta para mais uma
vantagem do seu uso em substituicdo a glicose nas formulages, pois ndo altera padroes
tecnoldgicos importantes, principalemnte em relacdo ao tempo de validade do produto
(VAZQUEZ et al., 2000).

3. Perspectiva do Mercado de Funcionais

A preocupacdo da populacdo com a saude, principalmente no tocante da
alimentacdo, movimenta um mercado de consumo, que vem crescendo nos ultimos
anos. Assim, as inovacgoes, entendidas como novos produtos, processos ou Servigos sao
reconhecidas como um importante instrumento para as inddstrias de alimentos. 1sso
ocorre principalemnet para se destacar dos concorrentes e para satisfazer as expectativas
dos consumidores (MENRAD, 2004; CRUZ et al., 2010). Bigliardi e Galati (2013)
afirmam que os alimentos funcionais representam uma das mais interessantes areas da
investigacdo e de inovacdo na Industria de Alimentos, justamente por despertar interesse

da populagdo em busca de uma alimentacdo mais saudavel.

O ano de 2014 foi de crescimento para a industria da saude e de alimentos

funcionais, sendo um dos primeiros setores industriais a alcangar as metas estabelecidas
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apos um periodo de incerteza econdmica mundial. As vendas globais de produtos deste
segmento da industria registraram um crescimento de 6,5% em relacdo a 2013-2014
para alcancar vendas de US$ 774 bilhdes. Os mercados emergentes sdo 0s principais
mercados de crescimento, inclusive o Brasil, que alcancou a quarta coloca¢do mundial
em gastos com estes tipos de produto, ficando atras apenas dos Estados Unidos, China e
Japdo. A previsdo para o periodo de 2014 a 2019 é que este setor gere 86% das novas
vendas, devido a demanda do consumidor para alimentos naturais e funcionais
(EUROMONITOR, 2014).

Devido a este crescimento da demanda, muitas companhias multinacionais tém
concentrado o foco dos produtos lancados para a area de saude e alimentagdo funcional
(KHAN et al., 2013). Assim, os alimentos funcionais tém sido desenvolvidos em quase
todas as categorias de alimentos, mesmo naquelas que antes ndo eram consideradas
saudaveis, como biscoitos, por exemplo, assegurando que as proncipais preferéncias dos
consumidores serdo disponibilizadas nos diferentes mercados. Entre todos os segmentos
do mercado relacionado a industria de alimentos, os alimentos funcionais tém sido
principalmente lancados através de produtos lacteos, produtos de confeitaria, bebidas
ndo alcodlicas, panificacdo e comida para bebés (BIGLIARDI; GALATI, 2013).

Do ponto de vista do produto funcional disponibilizado para o consumo, alguns
autores propdem a seguinte classificacdo (KOTILAINEN et al., 2006; SLOAN, 2000;
SPENCE, 2006):

- Alimentos fortificados com a adi¢édo de nutrientes (produtos fortificados)
como sucos de frutas fortificados com vitamina C, alimentos fortificados
com vitamina E, &cido fdlico, zinco e célcio;

- Alimentos com adicdo de novos ingredientes ou nutrientes que
naturalmente ndo sdo encontrados no alimento (produtos enriquecidos),
como os prebidticos e os probidticos;

- Alimentos aonde um componente prejudicial foi removido, reduzido ou
substituido por outro com efeitos benéficos a satde (produtos alterados),
como adicionar fibras em substituicdo a gordura em produtos carneos ou
sorvetes;

- Alimentos em que se aumenta um nutriente presente naturalmente

(produtos avangados), como ovos com maiores teores de 6mega-3.
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E possivel vincular esses conceitos-chave propostos com 0s principais
profissionais envolvidos no processo de pesquisa e de desenvolvimento de alimentos
funcionais: o nutricionista, com o conhecimento das func¢@es nutricionais; o engenheiro
de alimentos, com o conhecimento acerca das matérias-primas, ingredientes e processos
tecnoldgicos; e o especialista em saide, com os beneficios para a satde, marcadores
fisiologicos e mecanismos patogénicos (BIGLIARDI; GALATI, 2013). Assim, com 0
trabalho em conjunto, destes trés profisisonais, 0os consumidores tendem a ganhar

opcdes de alimentos industrializados que sejam mais saudaveis.

O desenvolvimento de alimentos funcionais € um mercado promissor, onde é
necessario um fluxo de informacGes gerado pelas pesquisas a fim de fornecer um
suporte aos investimentos pelas industrias de alimentos, além de fornecer informacGes

necessarias as decises de consumo e as regulamentagdes governamentais.

4. Requeijao

Requeijdo é um queijo processado tipicamente brasileiro, de origem artesanal,
que surgiu como forma de aproveitamento do leite coagulado devido a acdo da
microbiota lactica natural do leite. Dentre os diversos tipos de requeijdo disponiveis no
mecado nacional, requeijdo cremoso é 0 que possui um ConsUMO Mmais expressivo,
sendo comercializado, em 2004, 30.900 toneladas desse produto, o que naguele ano
correspondeu a 7% da producdo total de queijos (EMBRAPA GADO DE LEITE,
2006).

Apesar de apresentar certa similaridade com os queijos processados, é produzido
a partir de massa fresca, diferente dos processados que sdo produzidos a partir de
queijos. O requeijao é fabricado a partir do leite desnatado cru ou pasteurizado, com ou
sem adicdo de culturas lacticas, onde é adicionado a massa da coalhada, o creme de
leite, a 4gua e o sal fundente (DOSSIE REQUEIJAO, 2013; VAN DENDER et al.,
2012).

A legislacéo brasileira, de acordo com a Portaria n°359, de 04 de setembro de
1997 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, define requeijao, como
“o produto obtido pela fusdo da massa coalhada, cozida ou ndo, dessorada e lavada,

obtida por coagulacdo acida e /ou enzimatica do leite opcionalmente adicionada de
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creme de leite e /ou manteiga e /ou gordura anidra de leite ou butter oil. O produto
poderd estar adicionado de condimentos, especiarias e/ou outras substancias
alimenticias” (BRASIL, 1997). A mesma classifica 0 requeijao, de acordo com as
matérias-primas empregadas no processo de elaboracgéo, teor de gordura no extrato seco

e teor de umidade em: requeijdo, requeijao cremoso e requeijdo de manteiga.

Segundo os dados divulgados pela Associacdo Brasileira das Inddstrias de
Queijos (ABIQ), em 2011 o pais produziu 867 mil toneladas, aumentando a producao
em 9,4% com relacdo a 2010. O aumento de consumo no Brasil foi de 76% entre 2005 e
2013, alcangando em 2013 a quantidade de 1,032 milhdo de toneladas. Segundo a
ABIQ, os 3 queijos mais fabricados no pais sdo a mucarela, o prato e o requeijdo,
conforme pode ser observado graficamente na Figura 3. No entanto, o requeijdo de
mesa foi 0 que teve maior expansdo em 10 anos, da ordem de 94% (ABIQ, 2014; VAN
DENDER et al., 2012)

10%
DUTROS
6.3%
PETIT
SUISSE 28.1%
MUSSARELA
8.3%
REQUEIJAD
CREMOSO
FONTE: ABID
18.6%
PRATD 18.7%
REQUELJAD
CULINARID

Figura 3: Tipo de Queijo mais fabricado no Brasil em 2011 (ABIQ, 2014)

O Transparency Market Research (2014) publicou um novo relatério no qual
analisa 0 mercado de queijos — englobando queijo Americano, ltaliano, duro, cremoso,
fresco, entre outros. O relatério inclui uma analise global da inddstria, avaliando o
tamanho do mercado, participacdo de mercado, crescimento, tendéncias e previsoes para
0s anos de 2013-2019. De acordo com o relatério, o mercado global de queijos
apresenta um significativo crescimento, sendo que a inovacéo dos produtos na area € um

dos grandes propulsores desta perspectiva (MILKPOINT, 2014).
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A demanda por queijos devera crescer a uma taxa composta de crescimento
anual (CAGR) de 7,3% em termos de receitas de 2013 a 2019 e o mercado, avaliado em
US$ 72,45 bilhGes em 2012, devera alcancar US$ 118,44 bilhdes até 2019. Em 2012, o
mercado global de queijos por tipo de produtos foi dominado pelo queijo Italiano, que
foi responsavel por 40,5% de participacdo total, seguido por outros tipos de queijos que
representaram 27,7% de participacdo de mercado, respectivamente. A projecao é de que
entre 2013 e 2019, o mercado de queijos macios cresca a uma CAGR de 7,2% e de
queijo fresco uma taxa de 7,0% (MILKPOINT, 2014).

No Brasil, 0 consumo médio per capita de queijos € de apenas 5,1 quilos por ano,
ficando aquém de paises europeus ou mesmo da Argentina, onde alcanca 11 quilos. Na
Franca e na Italia, por exemplo, 0 consumo é cerca de 25 quilos per capita ano, enquanto em
toda a Europa a média é de 20 quilos (MILKPOINT, 2014). Pelas estimativas da ABIQ
(2014), o consumo per capita de queijos no Brasil devera alcancar 11 quilos, em média,
em 2030.

Do ponto de vista tecnoldgico, 0 requeijdo cremoso é um queijo processado
relativamente simples, sendo que seus analogos sao de facil obtencéo, tanto do ponto de
vista tecnoldgico, quanto sensorial. O grande desafio da produgdo de analogos consiste
em desenvolver um processo capaz de combinar os ingredientes desejados de modo a
obter propriedades funcionais, reoldgicas e sensoriais semelhantes as do produto que se
esta tentando imitar (BACHMANN, 2001).

O interesse dos analogos de queijos vem aumentando devido a diversos fatores,
sendo: reducdo dos custos de producgdo, pela substituicdo de ingredientes lacteos por
produtos vegetais de menor custo; possibilidade de agregar aos produtos prorpiedades
funcionais, devido ao potencial benéfico do ponti de vista nutricinal; qualidades
tecnoldgcas mais atrativas, com boas caracteristicas de derretimento e espalhabilidade.
Visando estes aspectos, alguns estudos vém sendo realizados, principalmente em
relacdo a substiuicdo da gordura animal, reducdo de sodio e adicdo de prebidticos e
probiéticos (BACHMANN, 2001; ABOU EL-NOUR; SCHEURER; BUCHHEIM,
1998).
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5. Reducéo de Sodio

Nos dias atuais ha uma grande preocupacdo com o0 consumo excessivo do sal
presente na dieta, uma vez que este nutriente esta relacionado a doencas cronicas, como
a hipertensdo arterial sisttmica (HAS) e doencas cardiacas (REDDY ; KATMAN,
2004). A reducdo do consumo de sodio é o principal foco das politicas publicas de
salde, no &mbito internacional, que visam prevenir e controlar a hipertensdo (FELICIO
et al., 2013; MCLEAN; HOEK; HEDDERLEY, 2012; WYNESS; BUTRISS;
STANNER, 2012).

A ingestdo diaria de elevadas quantidades de sddio ja é estabelecida como um
fator de risco para o aumento da pressao sanguinea, a qual esta associada a mortalidade
por doencas cardiovasculares (DCV), tanto para homens quanto para mulheres, como
HAS, doencas do coracdo e acidente vascular cerebral (AVC) (HOFFMANN et al.,
2012; GRIMES; NOWSON; LAWRENCE, 2008; NEWSON, et al., 2013; WHELTON,
2014).

A HAS ¢ caracterizada em adultos quando a pressdo arterial sistolica >
140mmHg ou a pressdo arterial diastolica > 90mmHg. Essa doenca representa uma
carga significativa em todo o mundo no que diz respeito a qualidade de vida e aos
recursos utilizados pelo sistema de cuidados a saude, contribuindo de forma direta para
0 aumento da mortalidade e do risco de doencas cardiovasculares, como infarto do
miocardio, angina de peito, insuficiéncia cardiaca e AVC (BAZZANO et al., 2013,
WHELTON, 2014).

Como conseqiiéncia deste cenario mundial a Organizacdo Mundial da Saude
emitiu uma recomendacdo publica de uma ingestdo maxima para adultos de 5 gramas
por dia de sodio (WHO, 2012). Porém varios estudos mostram que o consumo de sédio
ultrapassa esse limite maximo recomendado e, por esse motivo, muitos programas e
incentivos governamentais vém sendo implantados em diferentes paises. No entanto,
um melhor entendimento € necessario para o desenvolvimento de intervengdes, que
podem ser implementadas em larga escala na populacdo e que incidem sobre as
barreiras e motivadores para a mudanca (GOLDSTEIN; LESHEM, 2014; NEWSON et
al., 2013).
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No Brasil, um recente acordo assinado entre o Ministério da Saude e o Setor
Industrial objetiva a reducdo da quantidade de sédio em diversos alimentos processados,
incluindo os laticinios. A meta nacional é retirar 28 mil toneladas de sodio de alimentos
até 2020 e dentre os produtos lacteos o objetivo ¢ a reducdo a ser alcangado no requeijdo
cremoso, um tipico queijo brasileiro processado, € de 63% (BRASIL, 2014) o que
ilustra os desafios a serem superado pelo setor industrial.

Em paises desenvolvidos, estima-se que aproximadamente 75% da ingestdo de
sal diaria é oriunda do consumo de alimentos processados e do sal adicionado nas
preparacdes. Um estudo realizado na Australia apontou que os produtos lacteos
contribuem com 11% para a ingestdo de sal em uma dieta (GRIMES; NOWSON;
LAWRENCE, 2008; WHELTON; HE, 2014). De acordo com Mhurchu (2011) e
Moshfegh e colaboradores (2012), dentre os produtos lacteos, 0 queijo apresenta
contribuicdo decisiva no consumo diario de sédio, apontando para uma necessidade de
reformulacéo de processos afim de atender as recomendagdes mundiais das Agéncias de
Saude (AGARWAL et al., 2011).

O cloreto de sédio (NaCl), popularmente conhecido como sal de cozinha, é
composto por 40% de sddio e é considerado a principal fonte deste mineral na dieta
humana. Assim como 0 potassio, participa de uma série de funcbes metabodlicas
essenciais no corpo humano, sendo o principal a regulacdo de fluidos celulares,
manutencdo do volume plasmatico, equilibrio acido-base e equilibrio da 4gua no interior
da célula (DOYLE; GLASS, 2010; FELICIO et al., 2013; TAAL et al., 2011).

O sal é utilizado como conservante de alimentos, além do fato de ser ingrediente
comum no processamento de alimentos por conferir sabor e textura a esses alimentos
(KENTEN; BOULAY; ROWE, 2013). O queijo processado € obtido a partir de uma
mistura de queijos, gordura, agua e sais emulsificantes, principalmente o citrato, fosfato
ou polifosfato de sddio. Durante o processamento os sais emulsificantes desempenham
importante papel de forma a garantir produtos homogéneos e com a consisténcia
desejada. O efeito real dos sais emulsificantes estd na troca de cations de calcio dos
paracaseinato insolivel de célcio para os ions de sédio, o que conduz a formacéo de
mais paracaseinato de sédio soltvel. A aplicacdo dos sais de emulsionantes esta

relacionado com a peptizacdo da cadeia, dispersdo, hidratagdo e inchamento das
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proteinas, além da emulsificacdo e da estabilizacdo da gordura (CERNIKOVA et al.,
2010; HLADKA et al., 2014; CRUZ et al., 2011a; CUNHA; VIOTTO, 2010).

Por este motivo, no processamento de queijos, a reducdo do teor de cloreto de
sodio apresenta desafios especificos, uma vez que o sal desempenha importantes
fungdes na matriz queijo, sendo utilizado para manter o sabor, a reologia e vida de
prateleira, este Ultimo relacionado ao controle das atividades de enzimas e micro-
organismos (JOHNSON et al., 2009). Para queijos processados 0s aspectos relacionados
as propriedades funcionais, como firmeza, derretimento e saida de 6leo representam um
fator adicional de preocupacédo a serem investigados quando da reducéo do sédio na sua
formulacdo (CUNHA; ALCANTARA; VIOTTO, 2012).

O teor de sbédio em queijo processado € influenciado pela presenca,
principalmente, de sais de emulsionantes que na sua maioria sdo constituidos de sodio
em sua formulacdo e o sal adicionado na massa, com valor médio de 1,5-2,0% na forma
de solugéo ou mesmo polvilhada sobre a mesma. Frente a esta questéo, as iniciativas de
reducdo de sodio em queijo processado precisam envolver a modificacdo de um ou
todos os dois ingredientes durante formulacdo e fabricacdo do queijo processado
(JHONSON et al.,, 2009). Como opcao tecnoldgica para reducdo de sdédio tem a
substituicdo do NaCl por cloreto de potéssio (KCI), uma vez que o KCI auxilia a manter
0 gosto salgado, pode reduzir o teor de sal nos alimentos em até 25%, sem perdas na
palatabilidade (FLATCHER, 2014).

Sais emulsificantes com teor reduzido de sédio e adicionados de potassio estdo
disponivies para comercialzagdo e tém sido usados com sucesso na formulagdo de
queijos processados, porém alguns aspectos tecnoldgicos sao modificados, podendo o
aumento da fratura e stress na firmeza do queijo sem aquecimento, reducdo do grau de
fluxo e fluidez ao derretimento e solubilidade da proteina (GUINEE; O’KENNEDY,
2012).

Outra opcéo tecnologica é o uso de polissacarideos, 0s quais sdo considerados
estabilizadores de emulsédo em vez de verdadeiros emulsionantes. Por outro lado, esses
polimeros possuem uma atividade de superficie, o que pode ser devido aos residuos
protéicos com aminoacidos hidrofébicos ligados a polissacarideos; a propensdo para

reduzir a tensdo superficial em baixas concentracGes de alguns polissacarideos a um
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grande aumento da viscosidade da fase continua e, assim, reduzir o tempo necessario
para a coalescéncia das goticulas de gordura; e a um pequeno carater hidrofébico dos
polissacarideos, devido a -CH ou outros grupamentos. Acredita-se que a atividade de
superficie de polissacarideo € especialmente atribuivel ao grupamento protéico de
alguns polimeros (CERNIKOVA et al., 2010; HLADKA et al., 2014).

Assim, a substituicdo do cloreto de s6dio por outros sais, ou a sua simples
reducdo implica em diversas barreiras no processamento de queijos, acarretando
modificacdes na qualidade fisico-quimica, reoldgica, funcional e sensorial do produto
(CRUZ et al.,, 2011a), por muitos estudos estdo sendo realizados com resultados
bastante promissores neste setor, principalmente no que tange ao desenvolvimento de

alimentos funcionais.

6. Reducao de gordura

O consumo alimentar tem sido relacionado a obesidade ndo somente quanto ao
volume da ingestdo, mas também a composicdo e qualidade da dieta, principalemnte no
que tange a quantidade e a qualidade da gordura presente na composicdo desses
alimentos ingeridos (MACHADO; WEBER, 2016).

Pesquisa populacional realizada pelo Ministério da Salde aponta para um
aumento no consumo de alimentos industrializados de alto teor calérico. Esse padrao de
consumo, direcionado para a escolha de alimentos ricos em sodio, gorduras e agucares
justifica o aumento das doencas crbnicas nao transmissiveis, como diabetes e
hipertensdo, além do aumento da obesidade e excesso de peso, que ja atinge uma

parcela significativa da populacdo brasileira (BRASIL, 2010).

A obesidade ja é considerada uma das maiores questdes relacionadas a saude
publica, por sua elevada prevaléncia e pelas importantes repercussdes organicas e
psicossociais. Assim, se faz necessario implementar medidas de prevencdo e controle
cada vez mais abrangentes, proncipalmenta as relacionadas a ampliacéo de politicas de
salide que envolvam a educagdo alimentar e nutricional (BRASIL, 2012). Nesse
aspecto, o desenvolvimento de produtos mais saudaveis e com redugdo de gordura, €

uma importante ferramenta de intervencao.
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7. Caracteristicas fisico-quimicas de requeijao

Para avaliar a qualidade do requeijdo cremoso se faz necessario avaliar alguns
atribuitos considerados promordiais, sendo: consisténcia, textura, cor, sabor e aroma
(FERNANDES et al., 1985b). Como alguns desses aspectos sdo parametros sensoriais,
Garruti e colaboradores (2003) desenvolveram o perfil sensorial para requeijéo
cremoso, concluindo como descritores mais sigifcativos para a determinacdo da
qualidade final do produto: cor, consisténcia (aparéncia), formacdo de fio, aroma de

leite, sabor salgado, viscosidade e adesividade.

Em relacdo a consisténcia, espera-se que 0 requeijdo cremoso seja mole,
cremoso e homogéneo, sem a presenca de grumos. Além disso, o produto deve ser
considerado espalhavel, porém apresentando certa elasticidade, com formacéo de fio,
proporcionada por uma massa nem muito longa nem muito curta (FERNANDES et al.,
1985a; FERNANDES et al., 1985b). Frente ao exposto, pode-se dizer que a textura é
provavelmente o pardmetro mais importante para a avaliacdo da qualidade do requeijao

Cremaoso.

A textura pode ser definida como a percepcdo pelos sentidos do conjunto das
propriedades reoldgicas (PRENTICE; LANGLEY; MARSHALL, 1993). De acordo
com Fox e colaboradores (1998), em geral os parametros obtidos em testes reoldgicos
apresentam correlacdo com as caracteristicas qualitativas de textura, como viscosidade,

elasticidade, firmeza, dureza, adesividade, gomosidade, entre outros.

De forma geral, os queijos fundidos sdo materiais viscoel&sticos, assim como 0s
alimentos semissélidos. Suas propriedades reoldgicas dependem da composicdo de sua
matéria-prima, da microestrutura, do estado fisico-quimico de seus componentes e das
diversas interacOes entre os elementos estruturais que compde o produto (FOX et al.,
1998). Sendo a caseina o principal componente estrutural do requeijdo, este forma uma
rede rigida, onde esta rigidez vai variar de acordo com o grau de abertura da estrutura,
da quantidade de agua ligada & matriz proteica e da presenca de agua livre e de gordura
(PRENTICE; LANGLEY; MARSHALL, 1993). Sob este parametro, a gordura
contribui para as propriedades reoldgicas dependendo do seu estado fisico, ou seja, a
temperatura controla a propor¢édo entre os teores de gordura liquida e solida. Por fluir
mais facilmente, a gordura liquida desempenha um papel de lubrificante, o que reduz a
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elasticidade, a dureza e a firmeza do produto. Por fim, o Gltimo componente importante
para a textura é a umidade, onde a dgua ligada a caseina confere maciez ao produto
(FOX et al., 1998).

Os principais fatores que influenciam o corpo e a textura do requeijao cremoso
sdo aqueles relacionados as alteragdes na composi¢cdo, no estado fisico-quimico dos
componentes e no tipo de interagdo entre eles, sendo 0s mais observados: caracteristicas
da matéria-prima, pH, tipo e quantidade de sal emulsificante, tempo e temperatura de
cozimento, velocidade de agitacdo e temperatura de resfriamento (MEYER, 1973;
BERGER et al., 1989; ZEHEN; NUSBAUM, 1992).

O sabor do requeijao cremoso deve ser semelhante ao do creme de leite, isto é,
levemente acido e salgado, com aroma de leite fresco levemente fermentado
(FERNANDES; MARTINS, 1980; FERNANDES et al., 1985b; OLIVEIRA, 1986). O
ingrediente que mais contribui para alteracdo de sabor é o tipo ou a quantidade
inadequada de sal fundente, o que pode desenvolver um sabor salino ou amargo
(MEYER, 2001; OLIVEIRA, 1986).

Por fim, outra caracteristica associada a qualidade de queijos fundidos € a
capacidade de derretimento, a qual é definida por Campos (1981) como a capacidade de
o0 produto derreter quando aquecido. Para o requeijdo cremoso, essa € uma propriedade
importante e muitas vezes desejavel, visto que € um ingrediente muito utilizado na
culinéria brasileira (GIGANTE, 1998). Essa capacidade de derretimento sofre influéncia
da composicdo do tipo de ingrediente usado na fabricacdo, além do impacto neste
parametro devido ao tratamento térmico e a deformacédo a que o produto é submetido ao
longo do processamento (GLENN et al., 2003).
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CAPITULO 2: DEVELOPING HEALTHIER PROCESSED CHEESE:
REDUCTION OF FAT AND SODIUM CONTENT AND ADDITION OF
PREBIOTIC INGREDIENTS
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1. Introduction

Recently using cheese especially as a food ingredient has been increased due to
the growth demands for ready meals segment (Guinee, Cari¢ et al. 2004; Guinee and
O’Callaghan 2013). Processed cheese products may be considered stable oil-in-water
emulsions that are obtained from natural cheeses/dairy proteins and edible oils/fats with
the addition of emulsifying agents and other dairy and nondairy ingredients, which are
subjected to heating and continuous mixing processes to give a final smooth and
homogeneous product (Hosseini-Parvar, Matia-Merino et al. 2015; Tsujii and Shirotani
2015). Processed cheese differs from conventional cheese since it is not obtained from
traditional processes, which involve lactic fermentation directly from milk or direct
acidification of milk using organic acid. Besides the ingredients in the formulation, the
physicochemical, technological, and microbiological aspects can directly affect the
properties of processed cheese (Davison, Schwimmer et al. 1993; Merrill and Singh
2014).

Regarding the U.S. Food and Drug Administration standards, only the products
prepared using natural cheese and melting salts (not more than 3%) with defined
moisture (less than 43%) and fat contents (more than 47%) can be categorized as
processed cheese (Chang 1979; Lee, Anema et al. 2004; Gliguem, Ghorbel et al. 2009).
Processed cheese products beyond this categorization can be classified as different
groups as processed cheese foods, processed cheese spreads or processed cheese

analogues (Sotowiej, Cheung et al. 2014; Hanaei, Cuvelier et al. 2015).

Different cheeses are foods with a high nutritive value which are suitable
sources of calcium, phosphorus, and proteins, and their regular intake together with a
balanced diet allied to healthy life habits confer some benefits, such as decreasing the
lactose intolerance signs, protection against intestinal infections, lower risk of colon
cancers, better bowel movements, among others (Davis, Blayney, & Guthrie, 2013;
Gupta & Reuter, 1992). Processed cheeses are mainly applied as ingredients in prepared
foods, namely pizzas, cheese burgers and sauces (Tamime, 2011). On the other hand, it
is generally accepted that most of cheeses provide high levels of fats and sodium to the
diet (Fouladkhah, Berlin, & Bruntz, 2015; Guinee & O'Callaghan, 2013). The
equilibrium between maintaining the mentioned benefits in the food matrix and the

necessities of the consumer market is an object that must be considered by the food
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industry, mainly when these products are consumed as ingredients in many types of
processed cheeses.

Currently, the increased prevalence of non-communicable chronic diseases,
especially obesity and hypertension has been recognized as a serious public health
problem (Robert-McComb, Bustamante-Ara et al. 2014; Reeve and Magnusson 2015).
Because of this, consumers seek to purchase products with reduced salt and fat, both for

weight loss as for caring health.

Foods with low fat content have been available to consumers for decades and
constantly new products with similar properties are introduced into the market, making
possible that fat intake can be maintained within the recommended healthy limits
(Nagao, Wang et al. 2003; Lobato-Calleros, Reyes-Hernadndez et al. 2007). The
mechanical properties, textural aspect and also the products acceptance by the
consumers are the main factors must be considered during the manufacture of reduced

fat products.

Salt (sodium chloride) has been considered as a food additive which enhances
the human health either via killing or limiting the growth of food-borne pathogens and
spoilage organisms (Ross, Morgan et al. 2002). It is now believed by some that salt may
be a potential health hazard, so its reduction is gaining an extreme international
attention (Doyle and Glass 2010; Cruz, Faria et al. 2011). However, salt and sodium
containing ingredients are mainly added to processed cheese as an emulsifying agent,
some other functions are also important for their additions which are mentioned in
Figure 1. When there is a decrease of the sodium salt levels in food, other food additives
need to be added. These substances are intended to ensure food safety, flavor, overall
quality and texture of the food (Taormina 2010).

In order to reduce populations' salt and fat intake, different stages must be
observed, including: data collection, finding standards and food types, increasing public
consciousness in addition to monitoring and assessment. Promoting the food
reformulation in the food industry is a challenge of this frame (Barr 2010; Pérez-Cueto,
Aschemann-Witzel et al. 2012). The food reformulation represents a few changes in the
processed foods composition to create a healthier product (Golan and Unnevehr 2008;

Uauy, Aro et al. 2009). These modifications include: limiting the addition of ingredients
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like salt, trans-fatty acids (TFA), saturated fatty acids (SFA) and sugar which are
thought to be connected with negative health effects including obesity, diabetes, CHD
and stroke (Mozaffarian, Katan et al. 2006; Walther, Schmid et al. 2008; Kloss, Meyer
et al. 2015).

Another alternative for food companies is the use of prebiotic ingredients in the
manufacture of dairy products, including cheeses. Prebiotics are short-chain
carbohydrates with a degree of polymerization between two and about sixty that cannot
be metabolized (enzymatically) by humans (Al-Sheraji et al., 2013). The development
of functional foods, mainly those in the prebiotic category, plays an important role in
modern food industry, especially in the dairy industry (Alves et al., 2013; Cruz et al.,
2013; Morais, Morais, Cruz, & Bolini, 2014). In the GI tract, prebiotics selectively
stimulate indigenous beneficial bacteria, such as bifidobacteria and lactobacilli. By
changing the composition and functionality of the microbiota, prebiotics play a role not
only by facilitating competitive exclusion of potential pathogens, but also in modulating
the immune system and enhancing host defenses (Saulnier, Spinler, Gibson, &
Versalovic, 2009).

Finally, taking into account by one hand the high demand for processed cheese
and the consumers' awareness about the effects of salt and fat consumption and by the
other hand the popularity and efficacy of adding prebiotic compounds to food products,
this review article is addressed to give an overview on the effects of fat and salt

reduction with prebiotic additionon consumers' acceptability of processed cheese.

2. Current guidelines to reduce fat and sodium content in processed cheese
2.1. Insights of effects of sodium intake and obesity

Processed foods that are widely consumed by the population in many countries
are potential sources of high levels of sodium (Buzzo et al., 2014; Capuano et al., 2013).
In adults, the a high-sodium diet increase the blood pressure (hypertension), vascular
and cardiac damage independent of high blood pressure, there may happen detrimental
effects on calcium and bone metabolism, increased risk of stomach cancer, severity of

asthma. In children, there might occur development of hypertension later in life and a
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tendency for children to prefer foods with high salt content due to suppressed salt taste
receptors (Strazzullo, D'Elia, Kandala & Cappuccio, 2009). Herein, governmental and
health agencies worldwide have set the maximum limit of sodium intake for children

and adults. Table 1contains the upper limits of sodium intake for adults in different

countries.
Table 1
Upper limit {maximum level} of sodium intake for adults in different countries.
Region Maximum daily intake — sodium Reference
(g/day)
United States <23g CDC (2015)
Canada =23 g (maximum limit) Health Canada (2012)

and =1.5 g (ideal
maximum limit)
European Union <5 g salt WHO [2012)
Mercosul (Argentina, =<24g Mercosul (2015)
Brazil, Paraguay,
Uruguay, Venezuela,
Chile, Bolivia)

According to the Obesity Society (2015), Latin America has experienced
epidemiologic and nutritional transitions that have contributed to the high rates of
overweight and obesity, in which estimates reach up to 60% and 70% (in adults) in
some countries (Costa Rica and Argentina, respectively) and about 37% in children (5—
11 yo) and adolescents (1219 yo). One big problem related to obesity is the interlinked
factor with type Il diabetes: almost 90% of type Il diabetic individuals are overweight or
have diabetes. For instance, according to the WHO definition (WHO, 2015),an
overweight individual has a body mass index greater of equal to 25, while obese people
have a body mass index greater of equal to 30. The World Health Organization (WHO,
2015) stated that in 2014 there were 1.9 million adults (>18 yo) who were overweight,
and 600 million of this number were obese. In children (5-11 years old), 42 million
individuals were overweight or obese in 2013. Allied to the increase in physical
inactivity (sedentary life style), the consumption of energy-dense foods and beverages,
especially high-fat ones, are the fundamental causes of obesity and overweight
worldwide. As cheese is a rich source of fats (higher energy value), the manufacture of
low-fat cheese that has similar sensory properties compared to the conventional

counterpart, is a suitable technological strategy.
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In this aspect, foods that are stated as “reduced-sodium” or “reduced-fat”must
have at least a 25% reduction in their sodium or fat levels, respectively, compared to
their conventional forms. If a food is labeled as “low-fat,”it is critical to have a
maximum fat content of 3 g per reference quantity, ensuring that the reference amount
Is not less than 50 g (Felicio et al., 2013). Products that have a reference amount of less
than 50 g, such as cheese, must meet the fat requirement of 3 g fat in 50 g (Miller,
Jarvis, Jarvis, & McBean, 2006). For foods labeled as low sodium, the product must
include less than 140 mg sodium per 50 g (FDA, Food and Drug Administration, 2008),
which is equivalent to 0.7% salt.

Normal sodium amounts of processed cheese establishing concentration ranges
between 325 to 798 mg/50 g cheese (USDA, 2014). A reduced-sodium processed
cheese should have approximately a maximum of 244 to 600 mg/50 g of sodium and a
low-sodium processed cheese need to contain<140 mg/50 g of sodium. According to the
FDA maximum permitted fat contents in PC, processed cheese food, and processed
cheese spread are 30%, 23%, and 20%, respectively (Johnson Kapoor, McMahon,
McCoy, & Narasimmon, 2009). Therefore, the maximum fat content for a reduced-fat
PC will be 22.5%. Similarly, the maximum fat content for reduced-fat PCF must be
17.25% and for reduced-fat PC will be 15% (FDA, 2008).

preventing
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the textures
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Fig. 1. The original purposes of salt in processed cheeses.
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3. Reduced-fat processed cheese
3.1. The role of fat and the effect of its reduction in processed cheese

Recently reduced-/low-fat processed cheese products have been come into the
market. The fat content can be substituted by water, protein or other compounds not
normally found in cheese (Banks 2004), like gums and stabilizers (Tamime 2011),
resulting in a considerably different composition compared to their standard
equivalents. As an example, a reduced-fat processed cheese may present a moisture
content as high as 73% and a fat level between 10 and 24% (Lee, Anema et al. 2004),
whereas the full-fat product may have a moisture level between 44 and 60% and a fat
content higher than 20% (CHEESE 1991; Guinee, Mulholland et al. 2007)

The fat present in processed cheese is mainly resulted from the natural cheese
which is used as its principal ingredient (around 90%) (Cari¢ and Kalab 1999;
Bachmann 2001), however some other minor sources of other dairy ingredients, like
dried cream and anhydrous milk fat also contribute to the total fat content of the final
product (Tamime, Muir et al. 1999). Therefore, using a lower-fat containing natural
cheese as an ingredient for processed cheese production is one of the best ways to
manufacture a reduced fat processed cheese (Hauerlandova, Lorencova et al. 2014). The
estimated fat content of various components of a processed cheese formula is presented
in Table 2.

Table 2
Contribution of fat components of various food ingredients that are used in the
manufacture of processed cheese.

Ingredient Contribution of fat (% w/w)
MNatural cheese 265

Dried cream 23

Mon-fat dried milk -

Whey powder -

Butter oil (anhydrous) 19

Whey protein concentrate -
Emulsifying salt -
Salt -
Acidifying agent -
Mold inhibitor -
Water -
Total 30.7
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In order to reduce processed cheese fat content to a value not higher than 25% to
apply a reduced-fat state, a reasonably easier solution is to remove fat from other fat-
rich dairy ingredients and interchange them with a proper fat substitute. It is worthy to
note that manufacturing a processed cheese with a highly reduced fat content needs the
successful manufacture of a lower-fat natural cheese base with acceptable textural and
sensory characteristic (Johnson, Kapoor et al. 2009; Kumar 2012). Previous researches
also indicated that the flavor and texture of natural cheese will also be affected during
the fat reduction that must be considered for its usage as an ingredient for reduced fat
processed cheese (Green and Manning 1982; Doyle and Glass 2010). Despite the
numerous researches attempting to develop lower-fat containing processed cheese,
currently very limited reduced-fat, low-fat, or fat-free processed cheeses are sold all
over the world (Mistry 2001).

3.2. Sensory attributes of fat-reduced processed cheese

Muir and others (1997) studied the sensory characteristics of 16 commercial
processed cheese samples (PC) selected on the basis to comprise different brands as
well as the full-fat, reduced-fat, and/or low-fat versions within each brand. Considering
the results of this study which evaluated full-fat PC (58% moisture, 21% fat) reduced-
fat PC (60% fat reduction, 63% moisture, and 8.4% fat) and low-fat PC (63% moisture,
3% fat) from the same manufacturer, it was observed that reducing the fat amount
resulted in a decreased creaminess with in increasing the acid and bitter properties of the
PC (Johnson, Kapoor et al. 2009). Furthermore this reduction resulted in increased
graininess, stickiness, and decreased spread ability and the overall sensory acceptability
of the PC. Thus, the researches were mainly focusing on the manufacture of a reduced-
fat, low-fat, and/or fat-free based on reduced natural cheese up to now (Finnocchiaro
1997; Moran, Mehnert et al. 2006; Johnson, Kapoor et al. 2009). These modifications,
however, resulted in the production of processed cheese that had a lower fat content, but
the texture, flavor and functional properties were not improved (Mistry 2001; Banks
2004; Johnson and Lucey 2006; Kapoor and Metzger 2008). Recently, research has also
concerned, the use of a lower-fat cheese base, with the inclusion of different fat
replacers at various levels in a processed cheese formula in order to successfully obtain

a product with acceptable texture, flavor, and functional properties.
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3.3. Production aspects of reduced-fat processed cheese

The study conducted byRoller and Jones (2010) showed that the production of
low/reduced-fat processed cheese can be classified into two major categories, with or
without fat replacer, as illustrated in Fig. 2. Fat replacers can be categorized as fat
substitutes and as fat mimetics (Roller & Jones, 2010). Fat substitutes are mainly lipid-
based macromolecules that are similar to fats and oils both physically and/or chemically
such as: sucrose fatty acid esters and polyesters, carbohydrate fatty acid esters, various
emulsifiers (such as monoand diglycerides, lecithin), and structured lipids (such as

mediumchain triacylglycerols) (Miele, 2013).

hy

Reduced fat
processed cheese

---------------------------------

Production of a Productionof a
low-fat natural low-fat natural
Cheese base Cheesebase
7 U
Use of Manipulation | Use of fat Use of fat
ultrafiltered || of the starter replacers mimetics
buttermilk cultures

Fig. 2. Different techniques to reduce fat content in processed cheese.

Fat mimetics are normally carbohydrate-based compounds (modified starches
and hydrocolloids) or protein macromolecules that are considered to imitate the
organoleptic and physical properties of fats mainly by water binding (Shahidi and
Senanayake ; Gaonkar and McPherson 2014). Fat mimetics are generally carbohydrates
or proteins exhibiting polar and water-soluble properties, which create a creaminess and

lubricity state similar to full-fat products. Fat mimetic are not able to replace the
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nonpolar functional properties of fat, like the flavor carrying ability (Guinee and
Kilcawley 2004; Kumar 2012). Different hydrocolloids are used as fat mimetic which

are presented in table 2.

The development of low-fat processed cheese is conditioned by the rheological
parameters, since the product is heavily judged by sensory attributes such as appearance
and texture, which is related to the microstructure of the product. Processing parameters
capable of affecting cheese microstructure, which represent the physico-chemical
balance of chemical molecules present in milk constituents, play a key role on the

characteristics of the final product (Pereira, Gomes et al. 2009)

It could be desirable to obtain a processed cheese that meets specific functional
properties according to its intended use, aspect that might be considered during the
formulation stage. Thus, other desirable characteristics such as cohesiveness, adherence,
and melting should be compatible with the final application of the cheese. So, a
processed cheese destined to melt in the preparation of hot sandwiches, for example,

must be elastic enough after heating (Kapoor and Metzger 2008).

3.3.1. Low-fat processed cheese

Processing parameters capable of affecting cheese microstructure, which
represent the coexistence of the milk constituents, play a key role on the characteristics
of thefinal product. The quality of processed cheese, like any food, is directly linked to
sensory attributes such as appearance, texture, and flavor, which should be in harmony
so that the product is well-accepted (Foegeding, Cakir, & Kog, 2010). One of the main
problems arising from fat reduction in cheese is the development of afirmer, less
unctuous texture, compromising chewing. The opposite behavior is observed for high-

fat cheeses (Rogers, McMahon, Daubert, Berry, & Foegeding, 2010).

To date, no raw material is able to replace all the fat properties, since its
presence is closely related to both palatability and sensory characteristics such as body,
taste, and texture. On the other hand, these substitutes are alternatives to produce foods
to meet the needs of individuals with low-calorie or hypolipidic diets (Pinheiro &

Penna, 2004). Various ingredients such as protein compounds (milk and eggs),
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carbohydrates (gums, dextrins, maltodextrins, cellulose, polydextrose, inulin, and
starches), and synthetic fats (dialkyl dihexadecyl malonate and sucrose polyester) may
be used alone or in combination to produce low-fat cheeses (Diamantino & Penna,
2011). Among these, starch is one of the main fat substitutes used in the food industry
to provide desirable characteristics to thefinal products. In contrast, Ferreira, Souza,
Santos, Collares-Queiroz, and Steel (2012) pointed out that the production of these
substitutes may be a difficult task, and sometimes their addition does not promote a
significant reduction in the total energy value of the final product, due to the need for

keeping its sensory properties (Table 3).

Table 3
Studies on fat replacement in processed cheese.
Fat replacer Technigue of study Conclusion and remarks Reference
Resistant starch = Texture profile analysis and flow = Agood, firm cheese Norenha, O'Riordan,
= Rheology + Good meltability and O'Sullivan (2008)
= Sensory analysis + Starches containing higher amylose contents (such as corn, potato,

and wheat starch) are capable of increasing strength and reducing
melting of processed cheeses.

Pectin gel = Scanning electron microscopy + Lower-fat globules with weaker structure Liu, Xu, and Guo (2008)
= Rheological analysis « Higher texture and mouthfeel scores
= Texture profile analysis + It decreases the melt enthalpy of the samples.
= Thermal analysis + The hardness, gumminess, chewiness and adhesiveness and low-fat

samples with pectin gel addition were more similar to the full-fat
cheese analogs.
Lecithin = Sensory analysis = Its texture attributes were more similar to full-fat control cheeses. Drake, Truong, and Daubert (1999)
+ Its texture acceptance scores were higher than scores for reduced-fat
cheeses.
+ Lecithin improved processed cheese texture without negatively
affecting acceptance

Inulin = Meltability and hardness + Similar hardness Hennelly, Dunne, 0"Sullivan,
= Scanning electron microscopy * Values of G and G decreased with increasing temperature but at and O" Riordan (2006),
= Dynamic rheology temperatures >55 “C increased for cheeses containing the higher Karimi et al. {2015,

level of inulin. Solowiej et al. (2015)
+ Lower level of honeycomb structures evident in the protein matrix

relative to the control
« Meltability, density, cohesiveness and viscosity increase

Starch is not only an important carbohydrate for plants; it is also a source of
energy for the subsequent levels of the food chain. In view of such relevance, many
organisms have acquired the ability to produce enzymes that degrade this
homopolysaccharide for subsequent release of glucose, a monomer that will serve as an
energy substrate in catabolic pathways that occur intracellularly (Amaral, Gaspar,
Costa, Aidar, & Buckeridge, 2007). In addition to the energetic contribution, starch has
been used as an ingredient for processing of low-fat cheeses, which may represent
benefits from the functional and economical points of view, because it is a raw material
of vegetable origin and available in large quantity, with lower economic value when

compared to dairy raw materials.

This polysaccharide can be obtained from various vegetables, being used for
human consumption and in chemical, pharmaceutical, and textile industries. It is a semi-

crystalline polymer having a fraction of amylose (linear chain with up to 3000 glucose

50



units linked primarily bya-1,4 bonds) and amylopectin (branched polymer with a
fraction formed bya-1,4 bonds and in branch points bya-1,6 bonds. Starch can have
different amylose and amylopectin contents in proportions that usually vary around 1:3

and 1:4, depending on the type of vegetable (Amaral et al., 2007; Beninca et al., 2013).

Starch undergoes gelatinization (breaking of hydrogen bonds present in amylose
and amylopectin with binding of water molecules) when heated in aqueous solution,
which alters its chemical structure and increases the size of its granules, a condition
which also increases paste viscosity. The viscosity, which varies according to its
botanical origin, is a determining factor for the application of this carbohydrate in food
products to obtain desirable rheological characteristics (Sarker et al., 2013).

The addition of starch to processed cheeses requires preliminary tests utilizing a
wide range of operating parameters such as curd homogenization rate and heat treatment
time and temperature. The measurement of rheological (firmness, adherence, rigidity
modulus and storage) and functional (melting, browning, oil retention) properties in
thefinal product as well as the conduction of affective sensory tests with potential

consumers are also fundamental and required tasks.

Thus, it becomes imperative to know the interactions between milk proteins and
starch (or amylose and amylopectin fractions), and their effects on dairy products have
been researched. The association between these two components can lead to many
interactions that affect the physicochemical characteristics of the products, including the
effects of nutrients such as lactose and minerals on skim milk, even at low
concentrations. Nevertheless, some interactions have not been elucidated, such as those
between milk proteins and the surface of starch granule. Understanding these
phenomena allows obtaining dairy products with higher sensory quality, especially with

regard to consistency (Considini et al., 2011).

In addition to the technological benefits of starches, a portion of these nutrients
can remain intact through the enzymatic action occurring during the digestive process.
These fractions of complex carbohydrates that cannot be digested, and therefore are not
used as energy sources by man, are also fermented by lactic acid-forming bacteria, such
as resistant starch (Yang et al., 2006). Thus, these compounds also allow the

proliferation and intestinal colonization by these microorganisms, called bacteroids and
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bifidobacteria, similar to that observed for other prebiotic compounds (Lerayer et al.,
2013).

The ratio between amylose and amylopectin fractions affects the rheological
aspects of low-fat cheeses. Starches containing higher amylose contents (such as corn,
potato, and wheat starch) are capable of increasing strength and reducing melting of
processed cheeses (Mounsey & O'Riordan, 2008a), which are undesirable
characteristics. In addition to the amylase/amylopectin ratio, the presence of proteins in
the alimentary system may also affect the characteristics of the gel formed. Proteins
increase gel strength due to the interactions with this carbohydrate, promoting increased
density of proteins in the matrix and formation of elastic starch globules (Jamilah et al.,
2009).

Native or unmodified starches have some limitations of use such as insolubility
in cold water, viscosity, and thickness reduction after cooking, tendency to
retrogradation and loss of ordered structure after gelatinization (causing syneresis).
These disadvantages have led industry to develop modified starches, which are starches
subjected to one or more physical or chemical changes. The physical changes may be
achieved without using additives or biological agents, and involve techniques such as
overheating, osmotic pressure, and pulsed electric fields. In contrast, the chemical
changes involve derivatization mechanisms such as esterification, crosslinking,
cationization and acidification (Ashogbon & Akintayo, 2014; Heertje, 2014). Enzymatic
changes are also employed by using catalysts such as fungala-amylase, which was used
in the formulation of casein-reduced processed cheese made with addition of waxy
starch partially degraded by this enzyme (Kiziloz, Cumhur, & Kilic, 2009). In processed
cheeses, like Feta cheese, the effects of starch of tapioca and lecithin have already been
investigated. In general, modified starches can be used as fat substitutes, texture
enhancers, stabilizers, emulsifiers and thickeners (Abbas, Khalil, & Hussin, 2010).
Pregelatinized starches of corn, waxy corn, wheat, potato, and rice can also be used in
the manufacturing of processed cheeses, providing a reduction of melting and cohesion
in different levels. In addition, it was observed that both starches and rennin compete
for water (Mounsey & O'Riordan, 2008b), which may lead to undesirable changes in
food.
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In fact, starches from different dietary sources are used more often to increase
viscosity and firmness of processed cheeses. Positive effects have been reported due to
the addition of various types of starches, including starch with high content of amylose
(Gampala & Brennan, 2008), potato starch with 21% amylose (Ye & Hewitt, 2009) and
corn, rice and potato starch (Trivedi et al., 2008a,b) in processed cheeses, thus the
starch—dairy protein interactions have been investigated (Mounsey & O'Riordan,
2008a,b).

4. Low-sodium processed cheese

Currently, there is a great concern on the excessive dietary sodium consumption,
since this mineral has been associated to some coronary chronic diseases, such as
systemic arterial hypertension (Cruz et al., 2011). Reducing sodium intake is the main
focus of public health policies worldwide aimed to prevent and control hypertension
(Felicio et al., 2013), which is characterized by systolic blood pressure >140 mm Hg or
diastolic blood pressure>90 mm Hg in adults. It accounts for 62% of strokes and 49% of
coronary heart disease. For instance, the prevalence of hypertension in many countries
exceeds 25%, i.e., prevalence of 40% in Czech Republic, Slovenia, and Hungary (Kloss
et al., 2015).

Hypertension represents a significant burden throughout the world with respect
to quality of life and health care system resources, contributing directly to increased
mortality and risk of cardiovascular diseases such as myocardial infarction, angina
pectoris, heart failure, and stroke (Lollo et al., 2015). As a result of this global scenario,
the World Health Organization issued a recommendation of a maximum intake of 5 g of
salt per day for adults, corresponding to 2 g of sodium (WHO, 2012). However, several
studies have shown that sodium intake in general population surpasses the maximum
limit recommended and, therefore, many government programs and incentives are being
deployed in different countries in order to minimize such practice. For example, in the
USA, the FDA recommends a maximum amount of 2.4 g of sodium/day. Therefore, to
execute an intervention that can be implemented on a large scale production is
necessary to an understanding of the possible impediments for this kind of change
(Newson et al., 2013).
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Among dairy products, cheese makes a decisive contribution in daily sodium
intake, thus changes in processes are required to meet the global recommendations of
the Health Agencies (Felicio, Esmerino et al. 2013). In Brazil, a recent agreement
between the Ministry of Health and the industrial sector aims to reduce sodium levels in
many processed foods, including dairy products. The national goal is to remove 28,000
tonnes of sodium from foods by 2020 and among dairy products the goal is a reduction
of 63% (Brasil, 2014) for requeijao cremoso, a typical Brazilian processed cheese,

which illustrates the challenges to be overcome by the industrial sector.

Processed cheese is obtained from a mixture of cheeses at different ripening
stages, salt, water, and emulsifying salts, such as citrate, sodium phosphate, or
polyphosphate. During processing, the emulsifying salts play an important role ensuring
homogeneous products with the desired consistency (Chen & Liu, 2012). The real effect
of emulsifying salts is the cation exchange of calcium from insoluble calcium
paracaseinate to sodium ions, which leads to the formation of more soluble sodium
paracaseinate (Salek, Cernikova, Maderova, Lapcik, & Bunka, 2016). Their application
is related to the chain peptization, dispersion, hydration, and swelling of the proteins, in
addition to emulsification and stabilization of fat (Hoffmann, Gartner, Luck, Johannsen,
& Maurer, 2012). Indeed, salt reduction in processed cheese represents a factor of
concern about the aspects related to its functional properties such asfirmness and
melting (Felicio et al., 2013).

The sodium content in processed cheese is conditioned mainly by the
emulsifying salts that mostly contain sodium, together with the sodium chlorine added
to the curd, with percentages of 1.5-2.0% w/w (Johnson, Kapoor et al. 2009). Therefore,
efforts to reduce sodium in processed cheese must involve the modification of one or
two ingredients during the formulation and manufacture (Johnson, Kapoor et al. 2009).
A usual technology alternative is the replacement of NaCl by potassium chloride (KCI),
once the latter helps to maintain the salty taste, and allows reducing the salt content in
food by up to 25% without no loss of palatability (Gomes, Cruz et al. 2011). A recent
study using response surface methodologhy reported 27% reduction in overall sodium
content of processed Mozzarella cheese through partial replacement of sodium chloride
by potassium chloride (KCI) and also by using potassium-based emulsifying salts, i.e.,

potassium citrate and di-potassium phosphate. The processed cheese final formulation
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included 30.96% of KCI and 2% of emulsifying as optimum, for obtaining a product
with the maximum sensory scores. (Chavhan, Kanawjia et al. 2015)

In fact, emulsifying salts containing potassium as a replacement for sodium are
commercially available and have been successfully used in processed cheese
formulation. However, some changes were observed in the characteristics of the
processed cheese, such as an increased fracture, higher firmness, lower melting capacity
and protein solubility (Guinee and O’Kennedy 2012). Furthermore, these compounds
present surface activity, probably due to protein with amino acids residues and capacity
to decrease surface tension at low concentrations, resulting in an increase in viscosity of
the continuous phase and thereby reducing the time required for coalescence of fat
droplets. In general, positive changes in the compaction and rearrangement in the
protein matrix of processed cheese elaborated with potassium emulsifying salts were
observed (Cernikova, Buiika et al. 2008; Cernikové, Buiika et al. 2010).

Generally, the replacement of sodium chloride by other salts or its simple
reduction leads to multifactorial problems in the manufacturing process of processed
cheese, resulting in changes in physicochemical, rheological, functional, and sensory

quality of the product (Felicio et al. 2016).

5. Prebiotioc-enriched processed cheese

Prebiotic ingredients promote intestinal health by selectively stimulating the
proliferation of beneficial microorganisms, what in turn contributes to defeat potential
pathogens. Besides this they promote the intestinal transit, having a similar function to
insoluble fiber (Rolim, 2015). According to published studies, the influence
proliferation of colonic bacteria in organic metabolism, by regulating the immune
response, intestinal absorption of glucose and lipid metabolism (Yang, Jieping et al.,
2015). Prebiotics demand was USD 2.3 billion in 2012 and is estimated to reach USD
4.5 billion in 2018, growing at 11.4% between 2012 and 2018; Europe is the global
leader in prebiotics and dominates the demand for these products since inulin was
available as ingredient, accounting for over 40% of the overall market in 2011 (Before
it’s new, 2013).
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Prebiotics as non-digestible carbohydrates, change the composition and/or the
activity of the gastrointestinal microbiota in a way that improves the host health
(Gibson, Probert et al. 2004). They can bring about large (specific) shifts in the
populations of bacterial groups in the gut ecosystem and direct carbon flux from carbo-
hydrate substrates to metabolic end products like organic acids, which are thought to
improve local and systemic health (Rastall and Gibson 2015). Different prebiotics are
used in foods which are summarized in Table 4. Among these ingredients inulin, which
behaves both like a soluble and fermentable fiber, is one of the best known (Akalin and
Erigir 2008; Cardarelli, Buriti et al. 2008; Meyer, Bayarri et al. 2011) Inulin creates a
defensive effect toward Lactobacillus acidophilus (Roller, Rechkemmer et al.
2004), Lactobacillus casei (Aryana and McGrew 2007; Donkor, Nilmini et al.
2007), Lactobacillus paracasei (Makras, Van Acker et al. 2005), L. rhamnosus (Femia,
Luceri et al. 2002),L. plantarum (Altieri, Bevilacqua et al. 2011)
and Bifidobacterium spp. (Roberfroid, Van Loo et al. 1998), to improve their endurance
and activity throughout the storage of foods that contain these microorganisms. Among
the studied oligosaccharides, inulin has more efficient prebiotic characteristics when
compared to oligofructose, regarding aspects related to: fermentation activity and the
bacterial community composition as similar as the human bacterial flora (Van de Wiele,
Boon et al. 2007)

Table 4
Prebiotic factors used in the manufacture of processed
food products.

Prebiotic factor

Olignsaccharide

Fructo-oligosaccharides (oligofructose, inulin)
Fructan

Human kappa casein and derived glycomacropeptide
Stachyose and raffinose

Casein macropeptide

Lactitol {4-0-B-p-galactopyranosyl }/o-glucitol
Lactulose {4-0-B-p-galactopyranosyl )/o-fructose

Inulin is colorless and odorless, with a pleasant sweet taste, and can be dissolved
in water (Chawla & Patil, 2010). Inulin is a reserve carbohydrate in different plants,
consists of fructose molecules bound by links B-(2—1) fructosyl fructose being the
term*“fructan™used to describe such compounds (Delzenne, Cani, Daubioul, & Neyrinck,

2005; Ritsema & Smeekens, 2003; Tungland & Meyer, 2002). Inulin is able to create a
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stable foam and emulsion when it is used in a gel form, and it has similar properties to
fat (Akalin & Erisir, 2008; Franck, 2002; Guven, Yasar, et al., 2005). Inulin and
oligrofructose confer a rich taste in the product they are added by creating a good
mouthfeel and textual characteristics similar to what is observed when fat is used in
different products (Karimi, Azizi, Ghasemlou, & Vaziri, 2015)..

The physicochemical and functional properties of inulin are linked to degree of
polymerization (DP) as well as the presence of branches. The short-chain fraction,
oligofructose, is much more soluble and sweeter than native and long-chain inulin, and
contributes to improve mouth-feel (Apolinario, de Lima Damasceno et al. 2014). It has
also been demonstrated that only the longer chains inulin which has DP higher than 10
take part in gel formation, whereas the smaller one are still dissolved (Hébette, Delcour
et al. 1998). Different parameters determine the gel formation ability of inulin
including: the inulin structure type, inulin concentration, temperature, pH, the existence
of ions ( e.g Ca?"), and the presence of other rheology modifiers components in the food
system (Tungland and Meyer 2002). The interaction of inulin compounds with water

described differently, as hydration, adsorption, absorption, binding, or holding.

The sweetness of inulin is about 10% of that of sucrose. By removing the
smaller inulin molecules, the sweetness is eliminated and the gel-forming capabilities
are enhanced (Schaafsma and Slavin 2015). In addition, gel formation by inulin in water
solution depends on the presence of crystal seeds, in which the minimal crystal seeds
concentration necessary to form stable gel structure after previous complete inulin
dissolution was established as 0.02% which it results in a weak gel structure while a
crystal seeds concentration of about 0.4 % was related to formation of strong stable
gels, without significant change in the hardness (Glibowski, Pikus et al. 2014). The
product structure and the presence of other ingredients especially hydrocolloids, can
modify the rate and the extent of inulin crystallization and thus influence its
functionality as fat replacer (Meyer, Bayarri et al. 2011). Spite of the inulin source
determines its physicochemical characteristic like its length and particle size, it does not
directly affect the WBC.

In processed cheese, the best results are provided in water-in-oil spreads with a

fat content varied between 20- 60%, and water-continuous formulations containing 15%
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fat or less (Franck 2002). The rheological and textural properties of processed cheese
spread with lower fat in the presence of inulin as a fat replacer (Dave 2012).

Authors concluded that the yield-stress values of low-fat cheese spreads
prepared in the presence of 7-8% inulin is significantly higher compared to those full-fat
(20% fat with no inulin added) or low-fat spreads containing low inulin contents ones.
The spreadability of low fat spreads is also positively affected by inulin. The results
revealed that the low-fat processed cheese spreads with 7- 8% inulin had yield-stress

amount and spreadability like the full-fat one.

It is valuable to be mentioned that co-addition of prebiotic and probiotic
enhances the therapeutic value of dairy products. Although almost all dairy products are
the usually studied food matrices for probiotic and prebiotic ingredients addition (Auty,
Gardiner et al. 2001; Vinderola, Mocchiutti et al. 2002; Huang and Adams 2004;
Tamime, Saarela et al. 2005; da Cruz, de AF Faria et al. 2007; Granato, Branco et al.
2010) cheeses is more preferred especially from probiotic point of view (Miller, Jarvis
et al. 2006; Karimi, Mortazavian et al. 2011; Karimi, Sohrabvandi et al. 2012; Lollo,
Cruz et al. 2012). The main good potential characteristic which could be mentioned are:
its higher pH value and lower titrable acidity, higher buffering capacity, more fat
content, more nutrient availability, lower oxygen content, and denser texture matrix
(Karimi, Mortazavian et al. 2011; Karimi, Sohrabvandi et al. 2012). It is clear that for
probiotic processed cheese, in order to maintain the concept of functional food,

production of reduced-fat probiotic processed cheeses are preferred.

Ideally, taking into consideration all the concepts explained in this review, it
seems obvious that the development of processed cheeses with a low content of sodium
and fat, added or not with prebiotics, should have sensory rating, functional properties,
physicochemical characteristics, and shelf life time comparable to the conventional

counterpart, as shown in Fig. 3.
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Fig. 3. Concepts and factors involving the manufacture of low-fat and/or low-sodium processed cheeses.

6. Perspectives

The development of functional products is an irreversible tendency for dairy
industry, which is obliged to act towards the reformulation of their products. In the
particular case of processed cheese, such reformulation undergoes the reduction of fat
and sodium contents. In the first case, the addition of different types of starch (native
and modified) and prebiotic ingredients is a potential alternative, while in the second
case the use of blends of emulsifying salts with normal and reduced sodium contents, as

well as lower salt in the curd comprise practical and easy-to-implement alternatives.

The reformulation of processed cheese necessarily involves the assessment of
functional properties and sensory acceptance of the reformulated products, without
affecting their technological attributes, which could limit the use of reformulated

processed cheeses both in direct consumption and food service.

Thus, these products can be incorporated into diets of people who avoid eating
conventional cheeses, but who routinely consume cheese as an ingredient in sandwiches
and pastes. Besides contributing to the maintenance of health, these products allow for
a more diverse diet for patients with non-communicable chronic diseases, facilitating to
adherence of the patients to the nutritional treatments and leading to healthier food

choice.
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CAPITULO 3: ELABORACAO DE REQUEIJAO CREMOSO
ADICIONADO DE XILOOLIGOSSACARIDEO, SEM GORDURA E
REDUZIDO DE SODIO.
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1. Introducgéo

O requeijdo € um queijo tipicamente brasileiro, surgindo como forma de
aproveitamento do leite coagulado devido a a¢do da microbiota lactica natural do leite.
Apesar de apresentar certa similaridade com os queijos processados é produzido a partir
de massa fresca, diferente dos processados que sdo produzidos a partir de queijos. O
requeijdo é fabricado a partir do leite desnatado cru ou pasteurizado, com ou sem adicao
de culturas lacticas, onde é adicionado a massa da coalhada o creme de leite, a 4gua e o
sal fundente (DOSSIE REQUEIJAO, 2013; VAN DENDER et al, 2012).

Segundo os dados divulgados pela Associacdo Brasileira das Industrias de
Queijos (ABIQ), em 2011 o pais produziu 867 mil toneladas de queijos e derivados,
aumentando a producgédo em 9,4% com relagdo a 2010. O aumento de consumo no Brasil
foi de 76% entre 2005 e 2013, alcancando em 2013 a quantidade de 1,032 milh&o de
toneladas. Segundo a ABIQ, os 3 queijos mais fabricados no pais sdo a mussarela, o
prato e o requeijdo. No entanto, o requeijdo de mesa foi 0 que teve maior expansdo em
10 anos, da ordem de 94%. Apesar deste crescimento no consumo de queijos, com a
crise na economia brasileira esses produtos, que possuem maior valor agregado,
também foi afetado. Mas a tendéncia é que o consumo fique estavel, com crescimento
de 1% ao ano nos préximos 5 anos (ABIQ, 2012; VAN DENDER et al, 2012;
VALVERDE, 2015).

A transicdo alimentar e o aparecimento de Doencas Cronico Nao Transmissiveis
(DCNT), desperta um grande interesse da comunidade cientifica, principalmente no
tocante ao desenvolvimento de novos produtos alimentares, visando a prevencdo dessas
DCNT. Sob este aspecto vem aumentando a procura por alimentos com teor reduzido de
sodio, gorduras e agucares bem como por alimentos que tragam beneficios a salde,
denominados alimentos funcionais (ANTUNES et al.; 2007; SILVA 2007; SCHMIDT,
etal, 2011).

Um segmento significativo dentro destes alimentos ditos funcionais sdao 0s
lacteos, visto que grande parte das pesquisas de desenvolvimento de produtos
prebidticos é com iogurtes, bebidas lacteas e queijos. Dentro desta perspectiva, a
elaboracdo de requeijdo com a substituicdo da gordura, responsavel pela aparéncia de

emulsdo, por um oligossacarideo ndo digerivel, responsavel pela estrutura de gel e
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consequente textura, traria uma vantagem para o produto em questdo, uma vez que a
gordura no requeijdo confere, ao mesmo, alto valor cal6rico e baixa qualidade

nutricional por se tratar de uma gordura saturada de origem animal.

Os prebioticos sdo considerados alimentos funcionais, pois influenciam de forma
direta em processos fisioldgicos e bioquimicos no organismo humano. Esses alimentos
levam a uma melhoria da saltde e redugdo no risco de aparecimento e desenvolvimento
de diversas doencas, através de diversos efeitos. Os principais efeitos estdo relacionados
a modulacdo da microbiota intestinal, alteracdo do metabolismo microbiano, estimulo
da imunidade do hospedeiro, estimulo na absorcdo de determinados nutrientes e
diminuicdo dos niveis sanguineos de triglicerideos. Sob o ponto de vista tecnoldgico, o
uso de oligossacarideos ndo-digeriveis possui vantagens por fornecer sabor adocicado,
aumentar a capacidade de reter agua e substituir gordura na composicéo dos alimentos
(SAAD, 2006; JAIN; KUMAR; SATYANARAYANA, 2015; AL-SHERAJI et al.,
2013).

Além destas caracteristicas, 0s prebidticos possuem estabilidade quimica
durante condi¢des no processamento de alimentos, como variacdes de temperatura,
baixo pH e condigdes para a reacdo de Maillard. Nas formulagfes de produtos
alimenticios, contribuem positivamente para caracteristicas sensoriais, melhorando a
palatabilidade dos mesmos; a qualidade do perfil das fibras alimentares e aumentando a
vida de prateleira dos mesmos (HUEBNER et al, 2008; WANG, 2009; FRANCK;
COUSSEMENT, 1997). Por esses motivos, 0s prebidticos atraem um grande interesse
no campo da nutricdo, tanto em pesquisa cientifica como na sua aplicacdo em alimentos
(AACHARY; PRAPULLA, 2011).

Dentre os prebioticos usados na formulacdo de alimentos, o uso de
xilooligossacarideos (XOS) como ingrediente alimentar se mostra interessante por
possuir caracteristicas tecnoldgicas favoraveis ao processamento, incluindo a
estabilidade em meio &cido e resisténcia ao calor, além de alcancar efeitos bioldgicos
significativos em baixas doses diarias (Moure, Gullon, Dominguez, Paraj6, 2006).
Como ingrediente alimentar, o XOS pode ser utilizado na elaboracdo de alimentos com
foco na saudabilidade (VAZQUEZ et al, 2000).
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A adigdo de XOS no desenvolvimento de produtos alimenticios acrescenta
propriedades fisioldgicas benéficas como a melhoria na funcdo intestinal, a otimizagéo
da absorc¢éo de célcio e a regulacdo do metabolismo lipidico, alem da reducéo do risco
de desenvolvimento de doenca cardiovascular e do risco de cancer de colon
(AACHARY; PRAPULLA, 2011). A maioria desses beneficios a saiude humana se
relaciona ao fato do XOS melhorar a microbiota aumentando a presenca de bactérias
benéficas, em particular de Bifidobacterium, que inibem o crescimento de bactérias
patogénicas e putrefativas (CARVALHO et al, 2013; JAIN; KUMAR,;
SATYANARAYANA, 2015).

Estudos em humanos e animais demonstram que o XOS é um prebi6tico
eficiente na modificacdo benéfica da microbiota intestinal a partir da ingestdo de 1,49
por dia em adultos, valor este de ingestdo muito abaixo do que € necessario de
frutooligossacarideos (FOS) e de galactooligossacarideo (GOS) (>10g/dia) para que seja
percebido o efeito benéfico destes prebidticos (FINEGOLD et al., 2014).

2. Materiais e Métodos
2.1. Matéria prima

Foi utilizada a massa coalhada desnatada adquirida do Nucleo de Apoio a
Tecnologia de Alimentos, NATA (Sdo Gongalo, Rio de Janeiro) e transportada para o
Laboratorio de FermentacGes do Complexo de Alimentos do Instituto Federal de

Ciéncia e Tecnologia do Rio de Janeiro (IFRJ), onde os requeijdes foram processados.

2.2. Método
2.2.1. Processamento do requeijao

Os experimentos foram feitos na planta de Alimentos do Instituto Federal de
Educacdo, Ciéncia e Tecnologia (IFRJ), unidade Rio de Janeiro, sendo 0s
procedimentos e as etapas realizados de acordo com Cunha (2007) e Van Dender et al
(2012), com modificacbes. Os componentes utilizados nesta etapa foram: massa

coalhada desnatada adquirida no Nucleo de Apoio a Tecnologia de Alimentos (NATA),
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creme de leite fresco, sal fundente Joha S9, sal fundente Joha SK75, sorbato de
potéssio, sal (NaCl e KCI), xilooligossacarideo (XOS) em xarope, fornecido pela
FEA/UNICAMP, e melhorador de sabor (arginina e extrato de levedura). Os requeijoes
foram formulados nas porcentagens em relacdo ao peso da massa e observa-se na
Tabela 1.

Tabela 1. Formulagéo dos requeijoes RA, RB, RC, RD, RE, RF, RG.

Ingredientes RA RB RC RD RE RF RG
Massa 370g 370g 370g 370g 370g 370g 370g
Concentrado 2% 2% 2% 2% 2%
protéico de soro (7.49) (7.49) (7.49) (7.49) (7.49)

. 37% 37%
Creme de leite - - - - -
(136.9ml)  (136.9ml)
A 20% 20% 50% 50% 20% 20% 20%
gua
(749) (749) (1859) (1859) (749) (749) (749)
- 2% 1% 2% 1% 1% 1% 1%
a
(7.49) (3.79) (7.49) 3.79) 3.79) 3.79) (3.79)
Sal fundente (Joha 1.5% 1% 1.5% 1% 1% 1% 1%
S9) (5.559) (3.79) (5.55g9)  (3.79) (3.79) (3.79) (3.79)
Sal fundente (Joha 1.2% 1.2% 1.2% 1.2% 1.2%
SK75) (4,449) (4.449)  (4449)  (4449)  (4449)
0.1% 0.1% 0.1% 0.1% 0.1% 0.1% 0.1%

Sorbato de Potassio
(0.379) (0.37g) (0.37g) (0.37g) (0.37g) (0.37g) (0.37g)

3,3% 3,3% 3,3%
(12.21g) (12.21g) (12,219g)
1%

Arginina - - - - - -
(3.79)

Xilooligossacarideo = = = =

1%
(3.79)

Levedura - - - - - -

*Valores em % em relagdo ao peso de massa; entre parénteses quantidade adicionada
em g ou ml. RA = requeijdo integral; RB = requeijdo integral com reducéo de sddio; RC
= requeijdo desnatado; RD = requeijao desnatado com reducdo de sodio; RE = requeijao
desnatado com reducdo de sddio e 3,3% de XOS; RF = requeijdo desnatado com
reducdo de sodio, 3,3% de XOS e arginina (melhorador de sabor); RG = requeijao
desnatado com reducéo de sodio, 3,3% de XOS e levedura (melhorador de sabor).

75



O processamento do requeijao foi realizado em trés etapas, realizadas de forma
sequencial: Na etapa 1 foram processados os requeijoes cremoso tradicional e com
reducao de 50% de sddio, sendo respectivamente as formulacbes RA e RB. Na etapa 2,
foram processados 0s requeijoes cremoso desnatado e o desnatado com reducéo de 50%
de soédio (formulacdo RC e RD, respectivamente). E por fim, na etapa 3, foram
processados o0s requeijées prebidticos com adicdo de 3,3% XOS (% p/p), onde uma
formulacdo ndo havia qualquer melhorador de sabor, e nas outras duas foram utilizados
a arginina e a levedura como melhoradores de sabor (formulacbes RE, RF e RG,
respectivamente). Em todas as etapas a fusdo foi realizada a 90°C/5min, com posterior
envase a quente. Os produtos foram armazenados em copos de plasticos de

polipropileno com tampa rosqueavel, armazenados sob refrigeracdo (T=10°C).

O fluxograma geral de processamento dos requeijoes cremosos estd representado na

Figura 1
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U
Dessoragem da massa, prensagem, trituracdo e pesagem da
massa coalhada

Adicdo do creme de |eite, sais Adicao do concentrado Adicdo do concentrado protéico, sais

fundentes, dgua, protéico, sais fundentes, fundentes, agua, prebidtico (K05
homogeneizacdo agua, homogensizacdo 3,3%), melhorador homogeneizacdo
Regqueijbc Regueijés Raguaijiz Regueijiz R=gueijba Re=qu=ijaa Re=qu=ijaa
CrEmaso :F!,ﬂ.| CNEITEE O e maso CrEmass ChE ITEE o Cre Mo CrE s o
reduzida d= 50% desnatado |RT) d=snatado deasnatada desnatada desnatada
d= Na {RE| reduzida d= 50% prabictico prabiatica prabigtica

da= Ma|RD| {RE} oo anginina com levedura
[RF) {RG)

Cozimento a 35°C/Smin

Envase a quente e Armazenamento [10#1°C)

Figura 1 — Fluxograma geral de elaboracdo de requeijdo controle e com adicdo de

xilooligossacarideo.

2.2.2. Analises fisico-quimicas

As amostras de requeijdo foram analisadas apds sete dias de estocagem
refrigerada, compreendendo o0s seguintes parametros fisico-quimicos: composicao
centesimal (solidos totais, proteinas, gorduras, fibras, célcio e potassio), caracteristicas
reoldgicas (perfil de textura), derretimento e ressonancia magnética nuclear (RMN). As

analises foram realizads em triplicata.
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O pH das amostras foi determinado utilizando potencidometro marca Digimed
(S&o Paulo - SP), modelo DM-20, a 25°C, com determinagdo por insercéo direta do
eletrodo na amostra (Brasil, 2006). Em relacdo a composicdo centesimal do requeijdo
cremoso, a umidade foi determinada segundo procedimento oficial da AOAC 926.08
(1997); nitrogénio total (NT), pelo método de Kjeldahl, segundo procedimento oficial
da AOAC 991.20 (1997); proteina total, multiplicando-se o teor de NT pelo fator de
conversdo 6,38; gordura, pelo método de Gerber, conforme normas analiticas do
Instituto Adolfo Lutz (2008).0 teor de fibras foi determinado de acordo com
HORWITZ (2005) por meio da utilizacdo do kit KFRUCHK, da empresa Megazyme
International Ireland Limited, Bray, Co. Wicklow, Irlanda.

O contetido mineral foi determinado por Espectrometria de Emissdo Optica de
Plasma Acoplado Indutivamente (ICP) (Spectro Analytical Instruments, Kleve,
Alemanha) de acordo com metodologia uilizada por Felicio et al (2016). Foram
construidas curvas de calibracdo utilizando padrdes de calcio, sddio e potassio. Dez
gramas de amostra foram hidrolisadas por acido, por aproximadamente 16 h a 120°C +
2°C, utilizando 2 mL de solucdo de acido nitrico-perclérico (2: 1). As amostras foram
entdo aquecidas em um bloco de digestdo (Technal, S&o Paulo, Brasil) com uma
exaustdo em ebulicdo lenta até 100°C + 2°C ao longo de 1 h e mantidas durante 2 h
adicionais a 170°C + 2C. Apés arrefecimento até a temperatura ambiente, adicionaram-
se a cada tubo 2 mL de &cido percldrico nitrico e agueceu-se durante mais 4 ha 170°C +

2°C no bloco de digestéo.

2.2.3. Reologia

As medidas reologicas das formulacdes de requeijoes foram determinadas
através de ensaios de escoamento em estado estacionario (curvas de fluxo) e dinamico
(ensaios oscilatorios) em redbmetro de tensdo controlada Paar Physica MCR 300 (Anton
Paar GmbH, Graz, Austria), com geometria de cone-placa (4° mm, 2°) e gap de 0,171
mm. As amostras foram colocadas no prato e deixadas para descansar a 10 + 0,1°C
durante 10 min para recuperacdo da estrutura. A temperatura dos ensaios foi mantida
com auxilio de sistema de controle de temperatura Physica TEK 150P. As andlises

foram realizadas em triplicata para cada formulacéo.
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Curvas de Fluxo

Para a obtencédo das curvas de fluxo, duas varreduras de tenséo de cisalhamento
foram realizadas: a primeira com taxa de deformacao crescente (0 a 100 s*) e a segunda
decrescente (100 a 0 st). Os dados da primeira curva foram ajustados ao modelo da lei
da poténcia (Equagdo 1) através de analise de regressdo ndo-linear usando software
STATISTICA 5.0 (Statsoft, Tulsa, OK, EUA).

o=ky" 1)

Onde, o ¢ a tensdo de cisalhamento (Pa), k é o indice de consisténcia (Pa.s"), 7 é

a taxa de cisalhamento (s%), e n é o indice de comportamento (adimensional).

Ensaios Oscilatorios

Nos ensaios oscilatérios, G’ (modulo eléastico), G’ (modulo viscoso) e G*
(viscosidade complexa) foram medidos a freqiiéncias entre 0,1 e 100 Hz, com um valor
de tensdo constante igual a 0,3 Pa, dentro do intervalo de viscoelasticidade linear, a qual
foi determinada através de ensaios preliminares de varrimento de amplitude de
deformacéo (0,01 - 10%), com uma frequéncia fixa de 1 Hz (dados ndo mostrados). A
tangente do angulo de fase representa a razao entre as propriedades viscosas e elasticas

das amostras e foi determinada de acordo com a Equacéo 2.
Grr
tand = o 2

Os modulos elastico (G’) e viscoso (G”) foram utilizados para o célculo do

maodulo complexo (G*) de acordo com a Equacéo 3.

G'=VG*+ G"” (3)

O modelo do gel critico de Winter e Chambon (1986) foi utilizado para a
avaliacdo das mudancas nas propriedades viscoelasticas das amostras em funcdo da
frequéncia (Equagdo 4) (MACKU et al., 2009). Os dados foram ajustados através de
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andlise de regressdo nao-linear usando software STATISTICA 5.0 (Statsoft, Tulsa, OK,
EUA).

G* = Arw'/? (4)

Onde Ar (Pa.s'?) representa a forca do gel, @ é a frequéncia em Hz e z
(adimensional) corresponde ao fator de interacdo o qual é definido como o nimero de

unidades estruturais interagindo entre si em uma rede tridimensional.

2.2.4. Derretimento

Segundo a metodologia utilizada por Cunha, Dias e Viotto (2010), as condicdes
mais adequadas para a realizacdo do teste de fusdo do requeijdo cremoso seria 110°C
por 7 min (5 + 2 min), pesando 15 gramas (+ 0,20 g) das amostras diretamente nos
tubos de fusdo. Estes tubos (250 mm cilindros de vidro longo x 30 mm de diametro,
fornecido com rolhas de borracha em ambas as extremidades) foram gravados com duas
linhas de referéncia no vidro, um longitudinal e outro transversal. Depois de serem
pesados, 0s tubos foram deixados em posi¢do vertical num banho de gelo durante 30
min. A rolha de borracha foi ajustada, em seguida, de modo que a superficie do queijo
ficasse em linha com a linha de referéncia transversal gravado. Os tubos entdo foram
colocados horizontalmente no suporte, e posteriormente numa incubadora de ar for¢ado
a 110°C durante 5 min. O suporte foi, entdo, removido do forno e os tubos inclinados a
45°C de modo a interromper o fluxo de queijo. Foi marcada a distancia que a amostra
fundida fluird a partir da linha de referéncia para a borda. Depois o suporte foi
devolvido a posicdo horizontal e colocado na incubadora durante mais 2 min. A
marcacdo da distancia da amostra fundida foi repetida. A distancia total em centimetros
abrangida pela amostra durante o tempo de 5 + 2 min de aquecimento foi denominada

"fluxo de queijo" e usada como o indice de fuséo.
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2.2.5. Diametro de Particula

As diferentes amostras elaboradas foram avaliadas em duplicata em relagdo ao
tamanho de particulas conforme a metodologia descrita por Lee, Anema e Klostermeyer
(2004). Uma quantidade de 0,5 g da amostra foi dispersa em 50 mL de solucdo de
EDTA (0,375% p/p) e Tween 20 (0,125% v/v), e o pH foi ajustado a 10 usando
hidréxido de sodio 1N. Ap6s uma noite na geladeira (7°C), as amostras foram colocadas
a temperatura ambiente por cerca de 1 hora. O didmetro de particula das amostras de
requeijdo elaboradas foi determinado através de Malvern Mastersize 2000 (Malvern
Instruments Ltd, UK).

Esta metodologia utiliza os seguintes pardmetros: D[4,3] = didmetro médio
volumétrico, que correspondente ao didmetro da esfera que possui 0 mesmo volume
médio das particulas constituintes do sistema; D[3,2] = diametro médio superficial ou
didmetro médio de Sauter, que corresponde ao didmetro médio das particulas
proporcionais a razdo entre o volume total e a sua &rea superficial total. Em relagdo a
estes parametros o D[4,3] é influenciado por largas particulas enquanto D[3,2] €

influenciado por pequenas particulas (ROJAS et al. 2016).

2.2.6. Microestrutura

A microscopia eletrénica de varredura é uma técnica valiosa na pesquisa de
laticinios, pois fornece informacg6es sobre a microestrutura de produtos lacteos, as quais
estdo relacionadas com as propriedades fisicas (CUNHA; ALCANTARA; VIOTTO,
2012; LIU; XU; GUO, 2008). Pequenas porcbes analogas do requeijdo
(aproximadamente 5 g) foram fixadas com 2,5% (v/v) de glutaraldeido em agua durante
1 hora e lavadas trés vezes com tampéo de fosfato. Depois disso, as amostras foram
entdo colocadas em 0,2% (w / v) de OsOs4 deixada durante a noite, lavadas trés vezes
com tampao de fosfato e desidratados numa serie de etanol graduada [(50-70-90-100)%
(v / v); 20 min por passo] e colocados em 100% (v / v) de etanol durante 24 horas. As
amostras foram secas, trituradas e revestidas com Au por revestimento por pulverizagdo
catédica de diodo. As micrografias foram realizadas com um QUANTA-200 (FEI) a
uma voltagem de aceleracdo de 10,0 kV e observadas usando JEOL JSM microscopia
eletronica (JEOL-USA, Inc., Peabody,).

81



2.2.7. Ressonancia Magnética Nuclear de Baixo Campo (RMN)

Todas as amostras foram submetidas a andlise de Ressonancia Magnética
Nuclear no Dominio do Tempo (RMN-DT) (Time Domain NMR — TD-NMR) com o
objetivo de avaliar a influéncia da gordura, do sodio e do XOS sobre a dinamica
molecular da agua e das proteinas (principalmente caseina) presentes no requeijdo.
Todas as medidas foram realizadas em um relaxémetro (relaxometer) MARAN Ultra de
0.54 T (23 MHz para o n(cleo de *H) equipado com uma sonda (probe) de 18 mm para
nicleos de *H a 30°C, com duragio do pulso de 90°C calibrada automaticamente para
7.5us. Antes de iniciar cada medida, as amostras foram deixadas em repouso no

equipamento por 20 minutos para estabilizacdo térmica.

O tempo de relaxagdo transversal (T-), sensivel a dindmicas lentas, da ordem de
KHz, ja foi empregado em estudos de requeijdo com diferentes variacdes de gordura,
sal e pH (MOLLER et al., 2012). Neste trabalho utilizou-se a sequéncia de pulsos
Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG) para avaliagdo dos diferentes tempos de T»
presentes em cada amostra, buscando compreender os diferentes ambientes quimicos da
agua em funcdo da composicdo do requeijdo contendo ou ndo prebidticos (XOS). O
tempo entre os pulsos (tau) foi de 150 ps e o sinal de decaimento adquirido com 4096
ecos (echos), sendo apenas o0s ecos pares (even echos) tomados para 0 ajuste

exponencial, conforme a Equacéo 5:

M(t) = M, exp (— #) + M, exp (— #) + k Equacéo 5

O ajuste com duas componentes exponenciais levou ao menor valor de qui-
quadrado (¥ para todas as amostras. A componente 1 esta relacionada aos prétons de
menor mobilidade ou mais confinados, enquanto que a componente 2 representa a
populacdo de *H de maior mobilidade e valores de tempo maiores. M1 e Mz indicam a
densidade de protons de cada componente, sendo os valores percentuais obtidos pela
relagéo:

My

X% =
M+ M,

.100 Equacéo 6

Onde, X pode se 1 ou 2.
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Utilizou-se um tempo de reciclo (recycle delay) de 10 segundos e 16 repetigdes
(scans), com um ganho no receptor (receiver gain) suficiente para fornecer um sinal

com uma relacgéo sinal/ruido (signal/noise ratio) de aproximadamente 600.

Pela primeira vez foi realizado o estudo do tempo de relaxacéo longitudinal (T1)
de amostras de requeijao neste trabalho. Uma vez que este fendmeno, obtido pela
sequéncia de pulsos de Inversdo-Recuperacdo (IR) (Inversion Recovery) em um
campo externo estatico, permite avaliar rapidas dindmicas moleculares, da ordem
de MHz, esta técnica serd empregada para a analise da dindmica molecular dos
componentes de elevada massa molecular, ou seja, do xilooligossacarideo, da gordura e

principalmente das proteinas.

Para esta sequéncia, utilizou-se uma lista logaritmica de tempos de recuperacao
de 1 a 5000 ms com 40 valores de tempo. Para cada tempo foram feitas 4 repeticdes

(scans) com um tempo de reciclo de 10 segundos e um ganho no receptor de 4%.

O sinal obtido foi ajustado com uma fungéo exponencial para a determinacédo de

um Unico valor Ty, de acordo com a Equacao 7:

M, (t) = M, [1 —2.exp (;—f)] Equacédo 7

2.2.8. Analise estatistica

Para as analises fisico-quimica e reoldgicas, os resultados obtidos foram
analisados através de Andlise de Variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo
teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando o software Statistica 7.0.
(Vieira, 2006).

3. Resultados e Discussao
3.1. Caracteristicas fisico-quimicas

Os resultados das analises fisico-quimicas referentes as seis amostras elaboradas

podem ser observados na Tabela 2. Os resultados obtidos mostram que houve influéncia
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da adicdo de xilooligossacarideo (XOS) nos requeijdes em alguns dos parametros fisico-

quimicos (p>0,05), principalmente no aspecto relacionado & umidade dos produtos
elaborados com XOS.

Tabela 2 Caracteristicas fisico-quimicas e composi¢do centesimal de requeijdo cremoso

adicionados de xilooligossacarideo (XOS)

Parametro

RA

RB

RC

RD RE RF RG

pH 6,23+0,04% 6,27+0,08? 6,29+0,08? 6,33+0,07% 6,32+0,052 6,29+0,072 6,360,052
Extrato Seco  35,23+0,55%  32,86+1,62®  31,05+0,79%¢  23,92+0,06° 26,45+0,42°  29,38+1,523¢  26,20+1,04
Umidade 64,77+0,55°  67,14+1,62" 68,95+0,79%¢  76,08+0,06% 73,55+0,42%  70,62+1,52*°  73,80+1,04%
Proteina 19,15+0,34%  17,63+0,32®  18,73+0,37° 18,78+0,58" 20,75+1,022 18,84+0,59° 17,66+0,91°

Gordura 9,73+0,52% 9,76+0,222 2,06+0,04° 2,050,02° 2,10+0,05° 2,10+0,01° 2,09+0,03°

Fibras - - - - 3,32+0,03? 3,33+0,012 3,320,022
Sadio 459,67+6,35° 206,67+4,72° 474,33+6,35  245,67+6,92°  233,33+2,08"  233,33+1,15°  233,33+2,49°
Calcio 202,00+2,00¢  291,00+1,008 233,00+1,00° 285,67+2,52%  284,33+6,65® 283,00+1,00® 279,67+1,53°
Potéssio 90,00+2,00°  465,00+4,65% 92,33+2,08°  454,00+1,73*  452,33+2,528  454,67+1,53%  454,00+3,00

* Andlises efetuadas em triplicata. Valores sdo expressos como média * desvio padrao.
RA, RB, RC, RD, RE, RF, RG = para letras iguais ndo houve diferenca estatistica no
nivel de 95% de confianca no teste de Turkey. RA = requeijao integral; RB = requeijao
integral com reducdo de sodio; RC = requeijdo desnatado; RD = requeijdo desnatado
com reducdo de sédio; RE = requeijdo desnhatado com reducdo de sddio e 3,3% de XOS;
RF = requeijdo desnatado com reducdo de sodio, 3,3% de XOS e arginina (melhorador

de sabor); RG = requeijdo desnatado com reducdo de sodio, 3,3% de XOS e levedura
(melhorador de sabor).
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O teor de umidade dos produtos elaborados ficou entre 64,77 e 76,08%. A
umidade do produto final € um pardmetro importante no controle de qualidade, tanto
sob o ponto de vista econdmico, pois quanto maior sua porcentagem maior o
rendimento, como pela sua influéncia direta na textura dos produtos (VAN DENDER,
2014). A legislacdo brasileira estabelece valores entre 60% e 0 maximo de 65% para
requeijdo cremoso (BRASIL, 1997).

Observou diferenca na umidade com a diminuicdo de sodio entre as amostras RA
e RB ambas com a mesma formulacdo, porém com reducdo de sddio apenas, assim
como entre as amostras RC e RD, ambas também apenas com a reducdo de sédio como
diferenga. A umidade aumenta com a diminuigdo de sodio, pela afinidade osmotica
entre o sédio e a agua, o que retém mais a agua na estrutura do alimento. Além disso,
concentracdes salinas podem elevar a solubilidade da proteina (efeito "salting in™)
devido ao aumento da solvatagdo, aumentando assim a solubilidade e a estabilidade do
rpoduto alimenticio, melhorando as propriedades emulsificantes (VAN HEKKEN;
STRANGE, 1993).

Nas amostras com adicdo de XOS, houve um aumento coonsiderado da umidade,
ficando esse parametro, inclusive, acima do permitido pela legislagdo. Esse aumento da
umidade observado, nas amostras RE, RF e RG, pode ser explicado pela interagédo
guimica entre as moléculas de agua e as moléculas de proteina e as moléculas de XOS.
A proteina interage com a agua através de pontes de hidrogénio, ligacdo quimica muito
estavel. Quando é adicionado o XOS a agua passa a integragir com essa molécula de
carboidrato. Como essa interacdo com o XOS ndo possui uma forca molecular, a
temparatura de secagem em estufa a 105°C consegue roomper esa ligacdo, o que faz
com que essa agua evapore e a umidade do requeijdo adicioando com XOS seja maior
(DAMODARAN; PARKIN, FENNEMA, 2010).

O conteudo médio de extrato seco das amostras variou entre 26,20 a 35,23%
(p/p) havendo diferenca significativa entre as amostras integral, desnatado e com adicao
de XOS. Os valores médios de extrato seco requeridos para queijos processados
untaveis, que é o caso do requeijao cremoso, é de 38 a 40% (RAPACCI, 1997, VAN
DENDER, 2014). A variagdo nos teores de extrato seco esta relacionada a diferenca na
formulacéo, sendo o teor de solidos importante pelas suas propriedades fisicas, como a

consisténcia e a viscosidade e pelo valor nutritivo do produto.

85



Admitem-se para requeijdo cremoso os teores de 9-11% de proteina e 24-27 % de
gordura e de 55%- 65% de gordura no extrato seco (ABIA, 1998, RAMOS et al. 2012).
Ao analisarmos os valores obtidos na Tabela 2, podemos notar que houve diferenca
significativa nos teores de gordura entre as amostras integrais e as desnatadas, como ja
era de se esperar, porém o teor de gordura ndo se alterou com a adigdo do XOS. Em
contrapartida, ao analisar o teor proteico as amostras apresentaram diferenca
significativa, inclusive nas amostras onde houve a adi¢do de XOS. Quando comparada o
teor de proteina da amostra desnatada com as amostras adicionadas de XOS, ndo houve
diferenca significativa no teor proteico das mesmas, demonstrando que a presenca da
fibra ndo altera a estrutura proteica formada no processamento do requeijdo. Além
disso, os valores obtidos estdo acima do exigido, estando todas as amostras entre 17% e
20% de proteina, sendo a faixa preconizada de 9-11%, justificada pelo acréscimo do

concentrado proteico de soro.

Os valores médios obtidos de fibras foram de aproximadamente 3%, indicando
que os 3,3% de XOS adicionados durante a formulacdo do produto ndo sofreu perdas
significativas ao longo do processamento. As doses dos prebidticos para que apresentem
os efeitos positivos no organismo varia de acordo com o tipo de oligossacarideo. Estudo
realizado por Sako, Matsumoto e Tanaka (1999) orienta quanto a recomendagdo de
ingestdo diaria de 10g por dia de GOS para observar os efeitos bifidogénicos, porém 2,5
g de prebidticos por dia ja € suficiente para aumentar os niveis fecais de bifidobactérias.
Para observar estes efeitos bifidogénicos é recomendada a ingestdo de 2g por dia de
XOS, de 2 a 10 g de FOS por dia e de 8 a 10 g de IMO por dia (SAKO;
MATSUMOTO; TANAKA, 1999; RIVERO-URGELL; SANTAMARIA-ORLEANS,
2001; GOULAS et al., 2004).

Estudos em humanos e animais demonstram que o XOS é um prebidtico
eficiente na modificacdo benéfica da microbiota intestinal a partir da ingestdo de 1,4 g
por dia em adultos, valor este de ingestdo muito abaixo do que é necessario de FOS e de
galactooligossacarideo (GOS) (>10 g/dia) para que seja percebido o efeito benéfico
destes prebidticos (FINEGOLD et al., 2014). Essa quantidade corresponde a 50g de

requeijao por dia, 0 que daria, em medidas caseiras, 1 colher e meia de sopa cheia.

Além do teor de umidade, o porcentual de gordura das amostras também

influencia a firmeza do queijo. Na medida em que a porcentagem de gordura é reduzida,
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as propor¢des de proteina e umidade tendem a aumentar quando determinamos a
composi¢do centesimal. O maior teor proteico em queijos com reducdo de gordura
causa defeitos na textura, como maior firmeza e adesividade. Outra questdo a ser
considerada € a firmeza do gel formado devido a adicdo de um oligossacarideo
(METZGER; MISTRY, 1995; SIPAHIOGLU; ALVAREZ; SOLANOLOPEZ, 1999).
Esses resultados em relacad a fiermeza e viscosidade serdo discutidos nos resultados

analiticos de reologia.

O pH é o equilibrio entre ions H* e OH" de uma solugdo e a ateracad desse valor
influencia no equilibrio de ionizacdo de grupos acidos e basicos presentes na estrutura
de uma proteina. Assim, mudancas no pH afetam a distribuicdo de cargas de uma
proteina e, consequentemente, as interacdes eletrostaticas entre grupos da proteina, entre
a proteina e o solvente e entre as proprias moléculas do solvente (FONSECA et al,
2006). No caso do controle dos padrdes de identidade e qualidade de queijos, o0 pH é um
parametro de suma importancia, pois afeta diretamente sua estrutura e propriedades
reoldgicas, ja que o valor do pH altere fortemente as interacdes quimicas entre 0s
componentes estruturais (proteinas, agua e minerais) dos queijos (PASTORINO et al.,
2003).

Nas amostras analisadas contendo a adicdo de XOS e reducdo de sodio ndo
diferenciaram significativamente (P < 0,05) em relacdo ao requeijdo integral (RA =
6,23), requeijao integral com reducdo de sédio (RB = 6,27), requeijdo desnatado (RC =
6,29), requeijao desnatado com reducdo de sédio (RD = 6,33), apresentando o valor de
pH entre 6,29 e 6,36, mantendo-se dentro dos limites de qualidade estabelecidos pela

legislacao.

O intervalo de pH recomendado varia de 55 a 5,9 para requeijdes com
fermentacdo latica e mais elevada quando obtido por acidificacdo direta (5,4 a 6,3).
Valores abaixo de 5,4 prejudica a estrutura, o paladar e tende a formar textura granulosa
e muito firme, por outro lado, valores de pH na faixa entre 5,5 a 5,7 resultam em queijos
de consisténcia cremosa e firme (VAN DENDER, 2006). Valores acima de 6,3 podem
resultar no decréscimo da interagdo proteina-proteina e no aumento da hidratacdo das
proteinas, deixando o requeijdo menos firme reduzindo a durabilidade do queijo, além

de provocarem alteracfes no seu sabor (gosto salgado, sabor de sab&o e separacdo de
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gordura), tornando a consisténcia pastosa (RAPACCI, 1997; LUBECK, 2005;
SHIRASHOJI, et al., 2006, VAN DENDER, 2006).

Os resultados obtidos se aproximaram ao encontrado por Bosi (2008), onde foi
desenvolvido requeijdo light e requeijdo sem adi¢do de gordura e acrescido com fibra
alimentar e os valores de pH ficaram entre 5,82 e 5,89, independente da concentragéo da
fibra analisada e do tempo de estocagem. J& 0 requeijdo cremoso potencialmente
prebidtico pela adigcdo de inulina e proteina de soja elaborado por Gomes e Pena (2010)
se aproximaram mais do valor obtido no presente estudo, ficando com valores de pH
entre 6,26 e 6,38.

3.2. Reologia
3.2.1. Curvas de Fluxo

Na Figura 2 pode observar as curvas tipicas de escoamento em estado
estacionario (c x ) obtidas para a primeira varredura de tensdo de cisalhamento das

amostras de requeijio. E possivel observar que todas as amostras apresentaram
comportamento similar, porém o controle (amostra RA) apresentou tendéncia a menores
valores de tensdo de cisalhamento por taxa de deformacdo, sendo seguido em ordem
crescente pelas amostras RB, RG, RD, RF, RE e RC. Isso indica um possivel ganho de
viscosidade com a incorporacdo de XOS e a reducdo do teor de gordura. Esse resultado
pode ser explicado pelo fato do XOS formar um geln o produto, 0 que deixaria 0 mesmo

mais firme, caracterizando esse ganho de viscosidade.

Por outro lado, é possivel observar uma perda de consisténcia com a reducao do
sodio, nas amostras AB e AD, em especial na amostra integral (AB). Esse resultado

demonstra a influencia da 4gua na interacdo com as moléculas de sodio.
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Figura 2. Curva de fluxo de escoamento em estado estacionario das amostras de

requeijao.

Os dados de tensdo de cisalhamento (o) em funcéo da taxa de deformacéo ()

foram ajustados ao modelo da lei da poténcia. A Tabela 3 apresenta os valores médios
dos indices de comportamento e de consisténcia para as amostras de requeijdo. O indice
de consisténcia (k) esta relacionado a viscosidade, que, em queijos processados, €
atribuida principalmente a interacdes e forgcas de atracdo intermoleculares entre as
particulas de proteina (Dimitreli; Thomareis, 2007). Assim, quanto mais dgua houver
entre as particulas de proteina, maior a distancia entre elas, e menor o indice de

consisténcia (Dimitreli; Thomareis; Smith, 2005).

As versfes desnatadas das amostras sem (RC) e com reducdo de sodio (RD)
apresentaram valores bem superiores de indice de consisténcia quando comparadas as
suas respectivas versoes integrais A e B, respectivamente. Por outro lado, a redugédo de
50% do teor de sodio proporcionou uma diminui¢cdo no indice de consisténcia. 1sso
provavelmente se deve a menor capacidade de retencdo de adgua, devido ao menor teor
de sodio presente nessas amostras. Tal reducdo do teor de sédio promoveu diminuigdo
da interacdo catidnica desses sais com a agua aumentando a mobilidade da matriz

proteica tornando a amostra mais “mole”. Todas as amostras de requeijdo apresentaram
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indices de comportamento (n) menores que 1, indicando comportamento
pseudopléstico, em que a viscosidade aparente diminuiu com o aumento da taxa de

deformacéo aplicada (Tabela 3).

Nas amostras de requeijdo esse comportamento pode estar relacionado ao fato de
que as macromoléculas, como as moléculas de proteina e gordura, tendem a se orientar
na direcdo do movimento do fluido diminuindo, portanto, a resisténcia ao escoamento
com o aumento da taxa de deformacdo (Damodaran, 1997). A adicdo de XOS,
aparentemente, promoveu um aumento no indice de consisténcia e no indice de
comportamento das amostras quando comparadas a mesma amostra desnatadas sem tais
aditivos. As amostras RA e RG apresentaram valores de k e n similares indicando que a
adicdo de levedura no requeijdo desnatado com XOS e reducdo de sddio proporcionou a
essa amostra um carater reologico similar ao controle integral. A adicdo de arginina
(amostra RF) parece ndo ter proporcionado uma diferenca significativa quando

comparada a amostra similar sem o aditivo (amostra RE).

Tabela 3. Valores médios dos parametros n (indice de comportamento), k
(indice de consisténcia) e R? (indice de determinagdo) obtidos a partir do ajuste dos

dados experimentais ao modelo da lei da poténcia para as amostras de requeijao.

Amostra k (Pa.s") n R?
RA 4,04 + 0,03 0,58 + 0,091 0,866
RB 2,96 + 0,059 0,71 + 0,001 0,998
RC 9,16 + 0,05 0,81 + 0,00° 0,998
RD 7,27 + 0,00 0,69 + 0,01¢ 0,998
RE 6,21 +  0,00° 0,87 + 0,012 0,998
RF 6,76 * 0,00¢ 0,79 * 0,00¢ 0,999
RG 5,53 + 0,00¢ 0,60 * 0,017 0,999

RA = requeijdo integral; RB = requeijao integral com reducédo de sddio; RC = requeijdo
desnatado; RD = requeijdo desnatado com reducdo de sddio; RE = requeijdo desnatado
com reducdo de sodio e 3,3% de XOS; RF = requeijdo desnatado com reducao de sodio,
3,3% de XOS e arginina (melhorador de sabor); RG = requeijdo desnatado com redugéo
de sodio, 3,3% de XOS e levedura (melhorador de sabor).
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3.2.2. Ensaios Oscilatérios

As amostras de requeijao apresentam um comportamento viscoelastico, isto é,
quando submetidas a certa deformacdo parte da energia mecanica fornecida é
armazenada na forma elastica e parte é perdida. Tais propriedades viscoelasticas podem
ser determinadas por ensaios dinamicos oscilatérios de baixa amplitude nos quais séo
mensurados os médulos eléstico (G’) e viscoso (G’’) (LUCEY; JOHNSON; HORNE,
2003). O modulo eléstico (G”) € definido como sendo a medida da energia armazenada
por ciclo de oscilacdo e pode ser usado como um indice da rigidez ou da elasticidade do
material (FROHLICH-WYDER; GUGGISBERG; WECHSLER, 2009). J4 o modulo
viscoso (G”’) ¢ a medida da energia dissipada ou perdida por ciclo de oscilagdo

(SANCHEZ, et al., 1996).

A Figura 3 mostra 0s espectros mecanicos das amostras de requeijdo com
relagdo a G’. E possivel verificar que as amostras RD, RE, RF ¢ RG apresentaram
valores de G’ muito inferiores as demais amostras, indicando que a adigdo de XOS
proporcionou um diminuicdo da consisténcia dos requeijoes. Também é possivel
verificar que com o aumento da frequéncia hd um aumento dos valores de G’ para todas

as amostras.
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Figura 3. Modulo elastico (G”) das amostras de requeijao.
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A Figura 4 apresenta a tangente do angulo de fase (tan 6 = G”/G’) que indica a
razdo entre as propriedades viscosa (G’’) e eldstica (G’) e esta relacionado ao
relaxamento das ligagdes na matriz polimérica que € formada basicamente pelas
proteinas do leite e polissacarideos adicionados (FROHLICH-WYDER;
GUGGISBERG; WECH, 2009). No entanto, todas as amostras apresentaram valores
relativamente baixos (0,3 < tan & < 1,1). Para baixas frequéncias (w < 0,1) todas as
amostras apresentaram tan delta > 1 o que indica que a rede proteica € menos
estruturada, com menor numero de ligagdes, ou que as moléculas tém maior mobilidade,

de modo que o produto tem maior facilidade para fluir (CUNHA, 2007).

Por outro lado, para frequéncias maiores que 0,1 tan delta foi menor que 1, ou
seja, 0 G’ foi maior do que o G”’. Como consequéncia, a altas frequéncias, as moléculas
tém menos mobilidade, e por isso o produto apresenta caracteristica mais de sélido que
de liquido. Para as amostras controle (RA), com reducdo de sddio (RB) e desnatada
(RC), ndo foi observado neste caso diferenca significativa entre as amostras. Esse
comportamento indica que a reducdo dos teores de sodio e de gordura ndo interferiu

significativamente na formacéo da rede proteica.
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Figura 4. Angulo de fase (tan &) das amostras de requeijao.
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Esse comportamento também pode ser observado na Figura 5 que apresenta o
maodulo complexo das amostras de requeijdo em funcdo da frequéncia. Quanto maior o
valor do modulo complexo maior a firmeza das amostras. Assim, € possivel observar
que as amostras mais firmes foram RA, RB e RC. Tais resultados podem ser
corroborados pelos resultados da regressdo ndo-linear obtidos (0,974 < R? < 0,992). Os
valores de Ar das amostras RA, RB e RC chegam a ser o dobro dos valores das
amostras RD, RE, RF e RG (Tabela 2), indicando um efeito simbiético da reducéo do
teor de gordura e do teor de sddio, causando uma diminuicdo da forca do gel,
relacionado também & quantidade maior de umidade que tem nesses produtos.
Observando os valores de Ar das amostras RD e RE ¢ possivel notar que a adi¢do de

XOS proporcionou um aumento significativo na forca do gel.

10000

5000
CIC'OD !l
co000C !!l
o
ogﬁﬁggi.;llgggggﬂﬂmm&
1L1L104::-O: II;E! :M&ﬁﬂ ® RA
~ w? ﬁ“&ﬁmfﬁ O RB
© A m ®
o %" m RC
© O RD
100 + 4 RE
& RF
+ RG
10 T T
0,01 0,1 1

Frequéncia {Hz)

Figura 5 Modulo complexo (G* = (G*% + G?)*?) das amostras de requeijao.

Um aumento adicional da forca do gel foi obtido devido a adicdo da arginina
cujas amostras apresentaram valores de Ar similares ao controle. Tal comportamento
estd intimamente relacionado ao fator de interacdo (z) cujos maiores valores foram
observados para a amostra RB seguida pela amostra RA. Isso indica que um maior
namero de interagBes intermoleculares, tais como pontes de hidrogénio, interaces

hidrofobicas entre caseina e gordura e pontes eletrostaticas de calcio entre caseina foram
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alcancadas para as amostras integras o que propiciou maior forca do gel e consequente
maior rigidez e consisténcia das amostras RA e RB.

Né&o foi observado grande impacto da reducédo de sodio sobre os valores de n nas
amostras integrais, fato este observado comparando-se os valores de n entre as amostras
RA e RB. Contudo, para as amostras desnatadas tal diferenca foi significativa. Esse
comportamento indica que os glébulos de gordura aparentemente tém uma participacao
significativa no fator de interacdo e também na forca do gel. Contudo, a adi¢cdo de XOS
parece ter tido um efeito restaurador da forca do gel cujos valores de AF e n foram
préximos aos do controle integral. Testes futuros variando a concentracéo de XOS serdo

realizados a fim de indicar a concentragdo 6tima comparada a amostra controle.

Tabela 4. Valores médios dos pardmetros Ae (forga do gel), z (fator de interagéo) e R?
(coeficiente de determinacdo) obtidos a partir do ajuste dos dados experimentais ao

modelo de Winter & Chambon (1986) para as amostras de requeijdo.

Amostra Ar (Pa.s?) z(-) R?
RA 3619 + 40° 3,38 x 0,022 0,990
RB 5758 * 702 3,40 + 0,022 0,988
RC 3852 + 42° 2,12 x 0,14f 0,974
RD 1855 * 259 2,73 + 0,02¢ 0,992
RE 2981 + 47¢ 3,24 x 0,03° 0,982
RF 3375 * 56¢ 3,03 + 0,03¢ 0,984
RG 2232 + 38 2,67 * 0,03¢ 0,988

RA = requeijdo integral; RB = requeijao integral com reducédo de sédio; RC = requeijdo
desnatado; RD = requeijdo desnatado com reducdo de sddio; RE = requeijdo desnatado
com reducdo de sodio e 3,3% de XOS; RF = requeijdo desnatado com reducéo de sédio,
3,3% de XOS e arginina (melhorador de sabor); RG = requeijdo desnatado com reducéo
de sddio, 3,3% de XOS e levedura (melhorador de sabor).

3.3. Derretimento

Através dos resultados obtidos na Tabela 5, podemos observar que a adi¢do de
XOS influenciou na capacidade de derretimento e no fluxo de queijo dos produtos
prebidticos quando comparado ao tratamento controle, tanto o integral quanto o

desnatado. A adicdo de arginina na amostra RF ndo difere estatisticamente da amostra
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sem o melhorador de sabor (RE), fendmeno que ndo acontece com a adigéo de levedura
(RG), o qual corresponde, estatisticamente, ao controle integral. Tal situacdo pode ser
explicada pelo fato da arginina, por ser um aminoacido, possuir uma afinidade maior em
se ligar com a 4gua ou por acelerar a degradacdo com o aquecimento, pois se sabe que 0
derretimento tende a ser maior quando a degradacdo da proteina aumenta (RUDAN;
BARBANO, 1998).

Tabela 5 Derretimento dos requeijdes (cm)*

RA RB RC RD RE RF RG

5,752+ 0.15 4,05°+0,05 5,652+0,15 6,752+ 0,25 4,95° + 0,95 4,25° + 0,25 5,452+ 0,35

*Valores expressos em centimetros. Analises efetuadas em duplicata. Valores expressos
em média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha denotam diferenca
estatistica (p<0.05). RA = requeijao integral; RB = requeijao integral com reducdo de
sodio; RC = requeijao desnatado; RD = requeijdo desnatado com reducdo de sédio; RE
= requeijdo desnatado com reducdo de sodio e 3,3% de XOS; RF = requeijdo desnatado
com reducdo de sddio, 3,3% de XOS e arginina (melhorador de sabor); RG = requeijdo
desnatado com reducdo de sadio, 3,3% de XOS e levedura (melhorador de sabor).

A adicdo de XOS diminui a capacidade de derretimento e o fluxo do queijo. A
explicacdo para este acontecimento estd na rede de gel que é formada entre 0 XOS e a
agua, pois devido a presenca de grupamentos polares em sua estrutura esses
oligossacarideos possuem capacidade de adsorver agua, e formando o gel o produto fica
mais viscoso. Em oposto a isso, 0 que explica um maior fluxo do queijo, esta a gordura,

que tende a ficar mais liquida durante o aquecimento.

Autores afirmam que a capacidade de derretimento do queijo aumenta
significativamente durante o periodo de armazenamento devido ao enfraquecimento da
rede protéica provocado pela protedlise, principalmente da asl-caseina (SPADOTI,
DORNELLES; PETENATE; ROIG, 2003; KINDSTEDT, 1991; YUN et al., 1993;
TUNICK et al., 1993).
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3.4. Diametro de Particula

A Figura 6 mostra a distribuicdo do tamanho das particulas das diferentes
amostras processadas, observando que as amostras RA (integral), RB (integral com
reducdo de sodio) e RC (desnatado) possuem uma resposta parecida nesta distribuicéo,

indicando particulas com didmetros maiores.

Com a adi¢do do XOS na amostra RE as particulas apresentam uma distribuicéo
maior em relacdo ao diametro das particulas. 1sso esta relacionado a presenca da cadeia
oligomérica do XOS e do concentrado proteico, quando comparado ao tamanho da
cadeia média de uma gordura do leite, o que aumentou o didmetro médio das particulas

medido instrumentalmente.
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0,01 0,1 1 10 100 1000 10000
Tamanho da Particula (lLm)

Figura 6: Efeito das diferentes formulagdes na distribuicdo do tamanho das particulas

nos requeijoes elaborados
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Houve diferenca significativa (p<0,05), tanto para D[3,2] quanto para D[4,3],
entre o tamanho de particula dos requeijées avaliados. Sendo que a amostra RE
apresentou o0 maior diametro médio, seguida das amostras RC e RD. Em contrapartida,
as amostras RG, RB, RA e RF foram as que apresentaram o menor tamanho de

particula.

Quando houve a reducdo de gordura na elaboracdo do produto da amostra RA
para a amostra RC, as particulas assumiram uma distribuicdo maior em DI[4,3]
indicando particulas mais largas. Esse fendmeno indica a relacdo entre o tamanho das
particulas com o didmetro dos gloébulos de gordura. Em contrapartida quando ha a
adicdo do XOS na formulacdo RE, em comparacdo com a formulacdo RD o parametro
D[4,3] apresenta um aumento de 35% mostrando a influéncia da cadeia oligomérica na
distribuicdo de particulas dos produtos elaborados, onde assume uma conformacdo mais
alongada, conformacédo também observada nos resultados da Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV).

Nos produtos com XOS onde foram adicionados os melhoradores de sabor
arginina e levedura, respectivamente RF e RG, ¢ possivel observar uma diminuicao dos
tamanhos das particulas, observada a partir de uma reducao de 75% de D[4,3] para RF e
de 59% de DJ[4,3] para RG, sugerindo que neste momento houve um maior nimero de
particulas menores e diminuiu 0 numero de particulas grandes. As mudancas estruturais
provocadas pela adicdo do prebiotico durante o processamento fica evidenciado pelos

valores apresentados.

3.5. Microestrutura

A microscopia eletrdnica de varredura (MEV) é uma técnica valiosa na pesquisa
de laticinios, pois fornece informacdes sobre a microestrutura de produtos lacteos, as
quais estdo relacionadas com as propriedades fisicas (CUNHA; ALCANTARA;
VIOTTO, 2012; LIU; XU; GUO, 2008).

Em funcéo da fina microestrutura dos produtos lacteos, para se obter a resolucdo
necessaria ao emprego de MEV deve-se usar uma voltagem de 5 a 20 kv. Rayan, 1980
(apud COHEN; DAVIS; HOLCOMB; KALAB, 1981) observou as amostras de queijo
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processado em 20 kv e Marchesseau, Gastaldi e Lagaude (1997) em 15 kv. Para as
amostras de requeijdo cremoso avaliadas neste trabalho, a melhor resolugdo foi

conseguida operando o microscépio em 20 kv.

Nas imagens A, B, C, D, E, F e G (Figura 7) apresentam-se os resultados da
aplicacdo da técnica de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) em aumento de
5000 x e resolucdo de 20 kv para amostra de requeijdo cremoso prebidtico (XOS)

preparada de acordo com o0 método proposto neste trabalho.
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Figura 7: Aumento de 5000 x 20ky. G = espa¢o vazio onde se encontrava o glébulo de
gordura. MP = matriz protéica. RA = requeijdo integral; RB = requeijdo integral com
reducdo de sddio; RC = requeijdo desnatado; RD = requeijdo desnatado com reducdo de
sodio; RE = requeijao desnatado com reducéo de sodio e 3,3% de XOS; RF = requeijdo
desnatado com reducdo de sodio, 3,3% de XOS e arginina (melhorador de sabor); RG =
requeijdo desnatado com reducdo de sddio, 3,3% de XOS e levedura (melhorador de
sabor).

Nas imagens da microestrutura dos requeijoes observam-se 0s espacgos vazios na
matriz proteica, 0 que indica a presenca inicial de particulas de gordura, as quais foram
extraidas da amostra durante a preparacdo da mesma para analise. Esses mesmos
espacos sdo observados em uma menor quantidade nas amostras de requeijao que foram
elaboradas com a massa desnatada. Essas interrupcGes da matriz de proteina
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ocasionadas pela presenca dos glébulos de gordura é o fator que contribui para a textura
cremosa desejavel em um requeijao (MISTRY; ANDERSON, 1993).

Segundo Crites, Drake e Swanson (1997) e Madadlou, Khosroshahi e Mousavi
(2005), a reducdo do teor de gordura de um queijo torna a sua matriz protéica mais
compacta, explicando o aumento de sua firmeza e adesividade. O aumento de firmeza e
de adesividade dos requeijoes sem adicdo de gordura foi compensado pelo aumento do

teor de umidade e pela adicdo de fibra (prebiotico).

Ao avaliar as imagens constata-se que as amostras RE, RF e RG, que sdo as
adicionadas de 3,3% de xilooligossacarideo se diferenciaram estruturalmente em relacéo
ao requeijdo sem adicdo do prebidtico, tanto o integral quanto o desnatado,
apresentando matriz proteica mais densa e compacta. Sabe-se que a emulsificacdo reduz
as dimens0@es das particulas de gordura, ou seja, quanto menor a dimensédo dos globulos
de gordura, maior a emulsificacdo. Este fato pdde ser explicado por outro estudo
realizado por Montesinos-Herrero, Cottell, O’Riordan e¢ O’Sullivan (2006), que
avaliaram a influéncia na reologia e na microestrutura, da substituicdo parcial de
gordura por fibras em imitacdo de queijo. Observaram que aumentando a viscosidade da
fase aquosa reduz-se a frequéncia de colisdes das goticulas de gordura e estabiliza o
6leo em agua em queijo, podendo conduzir a reducdo da coalescéncia da gordura e
consequentemente os glébulos de gordura ficarem menores. De acordo com Fox,
Guinee, Cogan e McSweeney (2000) queijos processados mais firmes e elasticos se
devem a diminuicdo do didmetro médio dos glébulos de gordura e do nivel de
hidratacdo da paracaseina.

De acordo com Sandoval-Castilla, Lobato-Calleros, Aguirre-Mandujano e
Vernon-Carter (2004), que estudaram a substituicdo de gordura por amido de tapioca
em iogurte, utilizando microscopia eletronica de varredura, observaram que as amostras
sem adicdo de amido de tapioca, apresentaram uma rede composta por cadeias ou
agregados de micelas de caseinas fundidas separadas por espacos vazios. E que, 0s
glébulos de gordura estariam inseridos nesta rede de proteina. Sendo que para as
formulagGes adicionadas de amido de tapioca, as microestruturas apresentaram-se com
muitos espacos vazios, mas menores se comparados com aquelas sem amido de tapioca,

exibindo maior firmeza pela acdo do amido em orientar as moléculas de agua
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aumentando a viscosidade da fase continua. Esse foi o0 mesmo fendmeno que se

observou com a adi¢do do XOS.

3.6. Ressonancia Magnética Nuclear de Baixo Campo (RMN)

As duas amostras de requeijdo integral com sddio normal e reduzido em 50%
(RA e RB) ndo apresentaram mudancas significativas nos tempos de relaxacdo
transversal das duas componentes, assim como na densidade de proétons em cada uma
delas. A nédo interferéncia da concentracdo de sal sobre os valores de T2 ja foi
anteriormente observada por Andersen e colaboradores (2010) e Moller e colaboradores
(2012). Da mesma forma, a concentracdo de sodio também ndo levou a uma
consideravel mudanca no tempo de relaxacdo longitudinal, conforme pode ser

observado na Tabela 7.

Tabela 7: Resultado com 0 Tempo de relaxagdo das amostras de requeijao cremoso

Amostra T21 (Ms) Mz.1 (%0) T22 (Ms) Mz2.2 (%0) T1 (ms)
RA 43,1+0,20 858x060 110x216 141+061 362=%5,32
RB 433+£0,11 91,0x0,28 128x221 896x0,29 345%517
RC 365+0,15 6,00+£0,14 50,3+0,03 94,0+0,05 417+3,71
RD 480+091 6,65+x0,67 519+021 933+0,36 433%x524
RE 30,8+0,11 947x+035 964+365 527+037 96,3+0,36
RF 305+0,15 959+0,35 128+848 4,09+0,38 97,3+0,39
RG 306+0,16 958+040 121+830 4,21+043 96,1+0,50

Analises efetuadas em triplicata. Valores sdo expressos como média + desvio padrao.
RA = requeijdo integral; RB = requeijao integral com reducédo de sédio; RC = requeijdo
desnatado; RD = requeijdo desnatado com reducdo de sodio; RE = requeijdo desnatado
com reducdo de sodio e 3,3% de XOS; RF = requeijdo desnatado com reducéo de sédio,
3,3% de XOS e arginina (melhorador de sabor); RG = requeijdo desnatado com reducéo
de sodio, 3,3% de XOS e levedura (melhorador de sabor).

A reducgéo na concentracdo de gordura (amostras RC e RD) provoca a perda de
mobilidade dos prétons da agua, que passam a se ligar mais fortemente as proteinas

(MOLLER et al., 2012). Isto pode ser observado com a reducédo de T2,» de ~120 ms para
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~50 ms e a reducdo de T21 para ~4 ms. Embora a maior populacdo de prétons esteja
situada na faixa de 40 — 50 ms, tanto para o requeijdo integral quanto para o desnatado,
a remocao de gordura conduz uma fracdo de protons da dgua para ambientes quimicos
mais confinados, com o surgimento de valores de T.1 entre 3 e 5 ms e 0
desaparecimento de tempos entre 100 e 130 ms, relacionados aos prétons de maior
mobilidade.

Entretanto, a reducdo do teor de gordura das amostras RA e RB para as amostras
RC e RD pbde ser melhor verificada através da relaxacdo longitudinal. A remocéo da
gordura, composta basicamente por triglicerideos com massa molecular da ordem de
854 g/mol, leva a um aumento do valor de Ti. Isto pode ser explicado pela perda de
mobilidade das macromoléculas de proteinas, antes “plastificadas” pelos triglicerideos.
A reducdo de gordura e o maior enovelamento das proteinas sugere um aumento no
tempo de correlacdo da estrutura da caseina. A adicdo de 3,3% de oligbmeros de XOS

promoveu uma queda acentuada nas relaxacdes transversal e longitudinal.

A reducdo em T, indica uma forte interacdo dos protons da &gua com as
moléculas de XOS através de ligacdes de hidrogénio. Isto pode ser observado pelo
deslocamento da maior parte da populacio (aproximadamente 96%) de H para um
ambiente mais restrito em ~30 ms. Da mesma forma que a &gua passa a se ligar mais
fortemente as proteinas com a reducdo de gordura, a presenca de estruturas ricas em
hidroxila aumenta a forca de sua hidratacao pelas moléculas de agua, que se torna ainda

mais ligada ou estrutural.

A presenga de XOS também afetou drasticamente os valores de T, implicando
em uma reducdo para ~97 ms. Uma vez que a relaxacdo longitudinal é fortemente
governada pelas macromoléculas de caseina, esta reducdo sugere um grande aumento na
mobilidade destas estruturas promovido pela insercdo ou intercalacdo das cadeias
oligoméricas de XOS, desempenhando uma fun¢do similar a dos triglicerideos, embora
de forma muito mais intensa, possivelmente em virtude do XOS apresentar menor
massa molecular que os triglicerideos, facilitando sua atuacdo entre as estruturas

proteicas.

Finalmente a adicdo de 1% de arginina ou de levedura para a melhora no sabor

dos requeijoes ndo resultou em nenhuma alteracdo significativa em nenhum dos dois
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processos de relaxagdo, sugerindo muito pouca ou nenhuma influéncia destes

compostos, nestas concentragdes, na dinamica molecular global dos produtos.

4. Conclusodes

A adicdo de xilooligossacarideo e a reducdo de sddio nas amostras elaboradas
foram determinantes no aumento da umidade das amostras analisadas e com o
percentual de XOS que foi adicionado, 0s produtos possuem uma potencial acao

prebidtica, pois apresentou uma quantidade de 3g de fibra em 100g do produto final.

Com a reducdo de sddio na amostra integral houve uma perda na consisténcia, a
qual foi revertida com a adicdo de XOS. Em relagdo as caraceristicas reoldgicas, a
amostra que mais se aproximou ao requeijdo integral (padrdo) foi o requeijdo RG, o
qual, além da reducdo de 50% de sodio e adicdo de 3,3% de XOS, foi adicionado de

levedura como melhorador de sabor.

A perda da forca do gel, proporcionada pela reducéo de sédio e de gordura, foi
revertido com a adicdo do XOS. O aumento da firmeza e da adesividade dos requeijoes

sem a adicdo de gordura foi compensado pelo aumento da umidade.

A distribuicdo de particulas e a MEV demonstraram que o gel formado pela
adicao do oligossacarideo fez com que as particulas apresentassem um maior diametro,
e a formacdo de uma estrutura mais alongada, devido a formacdo de gel e a diminuicéo

do teor de gordura.
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CONCLUSAO GERAL

A adicdo de xilooligossacarideo (XOS) na elaboracdo de requeijdo cremoso se
mostrou como um ingrediente promissor, de forma a melhorar o perfil nutricional do
produto e manter as caracteristicas fisico-quimicas, reoldgicas, fincionais e de
microestrutura, em relacdo aos parametros de qualidade do requeijdo cremoso:
consisténcia (aparéncia), formacao de fio, viscosidade e adesividade. Sem contar que a

quantidade final de XOS no produto indica um possivel alimento funcional.

Além da adi¢do de XOS, a diminuicdo do teor de gordura e de sodio faz com que
0 produto seja uma opcdo saudavel ao ser consumido em substituicdo ao requeijdo
cremoso tradicional. Apesar da diminuicdo da gordura, ingrediente relacionado a
cremosidade, esse aspecto ndo sofreu interferéncia uma vez que o XOS forma uma rede

de gel, mantendo a consisténcia do produto elaborado.

Dentre as opgdes elaboradas, a adicdo de melhorador de sabor arginina e
levedura ndo melhoram as caracteristicas fisico-quimicas e reoldgicas, influenciando
negativamente nas propriedades elasticas. Sendo assim, a melhor opcéo a ser elaborada

é o produto com teor reduzido de gordura e sodio e adi¢do de 3,3% de XOS.
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