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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo principal avaliar o efeito da substituicdo em 0%, 25%, 50%,
75% e 100% (T1 a TS) da massa enzimatica por proteina do soro do leite microparticulada em
formulagdes de Requeijdo, visando manter os pardmetros de umidade (60 g.100 g™!), gordura
no extrato seco (57,5 g.100 g') e pH (5,4-5,7) similares para todos os produtos finais. O
delineamento dos experimentos foi iniciado pela producao das proteinas microparticuladas do
soro do leite (MWP), seguida da formulacao dos cinco diferentes tratamentos de Requeijao (T1
aT5, 0% a 100% de substitui¢do da massa enzimatica) e as analises de composicao, reologia,
coloragdo, espectroscopia e textura dos produtos. A partir dos atributos avaliados, foram
observadas mudancgas principalmente associadas a coloragdo, viscosidade, capacidade de
derretimento e textura. Destaca-se a partir das analises colorimétricas que as formulagdes que
continham maior conteudo de microparticulado (T5) se tornaram mais avermelhadas (a* 0,89
+ 0,22) e amareladas (b* 20,03 &+ 0,22), além de uma diminui¢ao na luminosidade (L* 79,52 +
0,39) refletindo um aumento no Browning Index - BI (29,19 + 0,49) atribuido a reagdo de
Maillard entre os carboidratos e as proteinas presentes no produto. Uma menor capacidade de
derretimento (108,57 + 1,29) e indice de elasticidade (0,58 + 0,01) foram observadas em
amostras com maior teor d¢ MWP em decorréncia da diminuicao de interagdo caseina-caseina
no meio, tornando as formula¢des mais fluidas e menos elasticas. Na analise de textura, notou-
se também que a adicdo de MWP aumentou os atributos de dureza e gomosidade do produto
final. Analises reoldgicas demonstraram que a viscosidade diminui com o aumento da
substituicdo da massa até¢ 75%, T4 (1,42 = 0,05 Pa.s), mas apresentou aumento na formulacao
com 100% de substituicdo, T5 (3,93 + 0,23 Pa.s). Essas mudangas podem estar associadas a
substituicdo da caseina pela proteina do soro do leite microparticuladas, tornando TS5 um
produto com caracteristicas de emulsificagdo muito especificas quando comparadas as demais

formulagdes que ainda possuem certa concentracao de caseina oriundas da massa enzimatica.

Palavras-chave: Requeijdo; proteinas séricas; microparticulacio; caseina.



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effect of substituting 0%, 25%, 50%, 75%, and 100% (T1 to
T5) of the enzymatic cheese curd with microparticulated whey protein (MWP) in Requeijao
(spreadable processed cheese) formulations, with the objective of maintaining similar moisture
(60 g.100 g'), fat in dry extract (57.5 g.100 g''), and pH (5.4-5.7) parameters to all final
products. The experimental design was started with the production of microparticulated whey
protein (MWP), followed by the formulation of five different Requeijao treatments (T1 to TS,
0% to 100% substitution of enzymatic cheese curd), and the analyses of composition, rheology,
color, spectroscopy, and texture of the products. Based on the evaluated attributes, changes
were primarily associated with color, viscosity, melting degree, and texture. Colorimetric
analyses highlighted those formulations with higher MWP content (T5) became reddish (a*
0.89 & 0.22) and yellowish (b* 20.03 £ 0.22), along with a decrease in luminosity (L* 79.52 +
0.39), reflecting an increase in the Browning Index (BI) (29.19 £ 0.49), ascribed to Maillard
reactions between carbohydrates and proteins present in this product. A lower melting degree
(108.57 £ 1.29) and elasticity index (0.58 = 0.01) were observed in samples with higher MWP
content due to the reduced casein-casein interactions, making the formulations more fluid and
less elastic. In the texture analysis, it was also noted that the addition of MWP increases the
hardness and gumminess attributes of the final product. Rheological analyses demonstrated that
viscosity decreased with increasing up to 75% enzymatic cheese curd substitution, T4 (1.42 +
0.05 Pa.s) but increased in the formulation with 100% substitution, T5 (3.93 +0.23 Pa.s). These
changes may be associated with the replacement of casein by MWP, resulting in T5 being a
product with very specific emulsifying features compared to the other formulations, which still

contain some concentration of casein derived from the enzymatic cheese curd.

Keywords: Requeijao (spreadable processed cheese); whey proteins; microparticulation;

casein.
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1 INTRODUCAO

O leite de vaca destaca-se como o mais consumido na dieta humana, notabilizando-se
pela sua acessibilidade e riqueza nutricional, possuindo macro e micronutrientes responsaveis
pelo desenvolvimento humano, incluindo calcio, proteinas, lipidios e vitaminas lipossolaveis
(Antunes et al., 2023; MacDonald et al., 2005). As proteinas encontradas no leite sao
consideradas de alto valor nutricional por possuirem aminodcidos essenciais e promoverem a
biossintese de aminoacidos ndo essenciais. As caseinas e as soroproteinas do leite
desempenham fung¢des vitais tanto em processos bioldgicos quanto na produgdo de alimentos
(Goulding et al., 2020; Smithers, 2008; Madureira et al., 2010).

Um dos derivados populares do leite ¢ o Requeijdo, um produto lacteo cremoso e suave
que ganha grande apreco por sua versatilidade na gastronomia. Produzido através da coagulacao
enzimatica ou acida do leite (levando a separagdo das caseinas e subsequente eliminagdo do
soro) o Requeijao apresenta-se com um sabor ligeiramente adcido, massa homogénea com uma
cremosidade tipica, tornando-se um produto para a preparacao de uma variedade de receitas, de

sobremesas a pratos salgados (Rapacci, 1997).

1.1 PROTEINAS DO LEITE

As proteinas, essenciais entre os trés macronutrientes vitais para 0s seres Vvivos,
desempenham papéis bioldgicos importantes no organismo, € estdo envolvidas na interagao
com minerais, incluindo calcio, magnésio e ferro. Essas interagdes sdo a chave para inimeras
funcdes corporais, destacando a importancia das proteinas na manutencdo da saude e no

funcionamento adequado do organismo (Gaucheron, 2011; Javed et al., 2022).

1.1.1 Caseinas

Os dois principais grupos de proteinas do leite sdo as caseinas (CN) e as proteinas do
soro do leite. As caseinas constituem a maior parte das proteinas presentes no leite bovino,
correspondendo a aproximadamente 80% do total de proteinas encontradas. Essas proteinas sdo
caracterizadas por seu grupamento fosfato e por possuirem uma estrutura aberta e flexivel (Silva
et al., 2019). A flexibilidade das proteinas com outros componentes permite interacdo com

outros elementos na matriz lactea (como célcio e fosfato), além da formagdo de micelas (Figura
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1) que sdo responsaveis pela estabilidade térmica do leite (Fox & Brodkorb, 2008).

Figura 1 - Representacdo da micela de caseina.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

As caseinas podem ser divididas em quatro fragdes principais, as caseinas osi € 0s2, que
formam o conjunto mais numeroso entre as caseinas e sao ricas em residuos de fosfoserina, o
que facilita a ligagdo com ions de calcio e a formagao de complexos calcio-caseina. A -caseina
que possui um alto teor de grupamento fosfato e uma conformacdo flexivel, além de
desempenhar um papel importante na estabilizacao das micelas de caseina. E a k-caseina, uma
glicoproteina fundamental para a estabilidade micelar por meio de sua regido hidrofilica, que
se estende para fora da micela, impedindo a agregacao excessiva e a coagulagdo das micelas
que pode ser causada por mudancas de temperatura e diminuicdo do pH, por exemplo.
(Goulding et al., 2020; Grappin et al.,2002; Silva et al., 2019).

O tamanho das micelas de caseina varia entre 100 ¢ 300 nm e s3o determinados pela
quantidade de k-caseina disponivel. A k-caseina promove a estabilizagdo da superficie da
micela fazendo com que ocorra o impedimento do seu crescimento por agregacao, assim, quanto
maior a quantidade de k-caseina presente, maior a quantidade de micelas que podem ser

estabilizadas com menor diametro (Dalgleish; Corredig, 2012).
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A estabilidade das micelas de caseina ¢ influenciada principalmente pela temperatura e
pelo pH do meio. Observa-se que, com o aumento da temperatura, ocorrem mudangas na
estrutura e na solubilidade de alguns componentes na micela, aumentando assim a quantidade
de fosfato de calcio associado a elas. Esse fendmeno leva a dissociagao da k-caseina, resultando
em uma reducdo da estabilidade. Quando o pH diminui para valores abaixo de 6,2, o calcio
i6nico tem uma tendéncia a interagir mais fortemente com as caseinas o que pode levar a
precipitacdo. Além disso, quando ocorre a reducdo no pH as cargas das proteinas também sdo
afetadas, essas sdo responsaveis por manterem as micelas repelidas umas das outras. Sendo

assim, quando o pH diminui a repulsao também ¢ atenuada e, consequentemente, a estabilidade

(Fox & McSweeney, 2003; O’Connell et al., 2006).

1.1.2 Soroproteinas

A qualidade nutricional das soroproteinas ¢ baseada na composi¢ao de aminoacidos
presentes, assim, sdo classificadas como sendo de alto valor bioldgico por apresentarem alta
concentracao de aminoacidos essenciais (Devrieis; Phillips, 2015). O perfil proteico do soro ¢
uma complexa combinagdo que inclui moléculas como a [-lactoglobulina (B-LG), a-
lactalbumina (a-LA), Imunoglobulinas (IgG), Albumina do Soro Bovino (BSA) e lactoferrina
(LF) (Tabela 1).

Tabela 1. Composi¢ao proteica do soro de leite bovino.

Proteina Leite Bovino (g.L™)
B-lactoglobulina (B-LG) 3,2
a-lactalbumina (a-LA) 1,2
Imunoglobulinas (IgG) 0,8
Albumina do soro bovino (BSA) 0,4
Lactoferrina (LF) 0,2

Fonte: Adaptado de Onwulata, 2008.

A B-LG, uma proteina globular, ¢ a mais abundante, compondo mais de 50% das
proteinas totais encontradas no soro de leite. A estrutura em que essa proteina ird se encontrar
¢, diretamente, dependente do pH e da temperatura do meio. Em condigdes fisiologicas normais,

quando o pH estd acima do ponto isoelétrico da B-LG (pH = 5,4), resultando em uma carga
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liquida superficial igual a zero, a B-LG se encontra na forma de um dimero. Quando o pH esta
abaixo de 3,5 e acima de 7,5 ocorre a dissociacdo dos dimeros em mondmeros, fazendo com
que a B-LG se apresente em unidades individuais. Ja em pH entre 3,5 ¢ 5,2 a B-LG sofre uma
tendéncia a polimerizagdo, formando uma estrutura com oito unidades de proteina. Em
condigdes de temperatura ambiente, a B-LG coexiste entre suas formas de dimeros e
mondmeros. Contudo, quando a temperatura excede 40 °C e o pH se encontra entre 6 ¢ 9 ocorre
a dissociac¢do dos dimeros da B-LG em mondmeros. Além disso, ao ser exposta a temperaturas
superiores a 70 °C, a desnaturagdo da B-LG passa a ser influenciada pelo tempo submetida a
essas condi¢des de alta temperatura, perdendo sua estrutura nativa secundaria e tercidria. O
aumento de temperatura no meio promove a exposi¢cdo de grupos tidis (-SH), localizados no
nucleo hidrofébico da proteina em seu estado nativo, esses grupos interagem com as pontes de
dissulfeto presentes nas soroproteinas, como ilustrado na Figura 2, promovendo assim a

agregacao dessas (Onwulata et al., 2008; Petit el al., 2011; Poppi et al., 2015; Sousa, 2019).

Figura 2 - Representacao das interagdes e agregacao entre estruturas primadrias, secundarias e

terciarias da B-LG e demais soroproteinas decorrente do aumento de temperatura.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

A a-LA, uma proteina globular, constitui aproximadamente 15 % m/m das proteinas
totais do soro e desempenha um papel crucial na biossintese da produgao de lactose (Haraguchi
et al., 2006; Pérez, 1995; Poppi et al., 2015). Uma propriedade da a-LA ¢ sua capacidade de se
ligar ao célcio, conferindo-lhe uma estabilidade térmica superior. Entretanto, essa proteina se

desnatura quando submetida a condi¢des de pH 6,7 e temperatura de 65,2 °C, processo esse
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atribuido a liberagdo de ions de Ca®*, contudo, sua caracteristica de alta estabilidade térmica
permite que essa desnaturagdo seja reversivel através do resfriamento (Poppi et al., 2015; Silva,
2017).

Assim, pode-se dizer que o processo de desnaturagdo e agregacao das proteinas do soro
ocorrem em duas fases distintas. A primeira fase ¢ a desnaturacdo da estrutura nativa da
proteina, caracterizado pela dissociagdo de ligagdes intermoleculares. Enquanto a segunda fase
consiste no rearranjo estrutural que levard a agregacdo proteica quando submetidas a

temperaturas que excedam 70 °C (Silva, 2017).

1.1.3 Proteinas do soro do leite microparticuladas

O processo de microparticulagdo envolve a desnaturacdo, agregacdao e controle do
tamanho das proteinas globulares do soro de leite, por meio de tratamento térmico,
cisalhamento e mudanca no pH, potencializando assim, certas fungdes que sao aproveitadas no
ramo alimenticio. Em sua forma nativa as proteinas do soro do leite existem como proteinas
globulares. O inicio do processo de microparticulacao se da com a desestruturacao parcial das
estruturas proteicas, resultando em um estado intermediario, tal estado expde regides
hidrofébicas da proteina, diminuindo sua solubilidade e promovendo a formac¢ao de agregados
com outras moléculas proteicas. As proteinas do soro de leite microparticuladas demonstram
uma estabilidade térmica aprimorada devido a pouca quantidade de sitios ativos disponiveis
para que ocorra uma agregagdo, além de funcionalidades distintas em comparacdo com as
proteinas em sua forma nativa (Chung et al., 2014; Homer et al., 2021; Cakir-Fuller, 2015).

Algumas caracteristicas como forma e consisténcia desses agregados t€ém um impacto
direto na percepg¢ao sensorial quando consumidos, como seu tamanho, que pode ser comparavel
ao globulo de gordura (10 pm) influenciando na sua aplicabilidade. Essa técnica ¢
frequentemente usada na industria de alimentos para melhorar as propriedades funcionais das
proteinas, tornando-as mais eficazes em aplica¢des culindrias e na formulacdo de produtos
como substituto parcial de gordura em sorvete, iogurte e queijos processados (Dissanayake &

Vasiljevic, 2009; Homer et al., 2021; Ipsen, 2017; Lee et al., 1992).

1.2 REQUEIJAO

O Requeijao ¢ um dos produtos mais tradicionalmente consumidos nos lares nacionais.
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Apenas o fato de ser um queijo processado, tipicamente, brasileiro (Oliveira et al., 2016) ¢
insuficiente para justificar o seu grande consumo entre a populacdo. Uma pesquisa feita pela
Associacgao Brasileira das Industrias de Queijo (ABIQ) mostrou que do ano de 2017 para o de
2022 houve um crescimento de 15% na produ¢do de Requeijao chegando na marca de 380 mil
toneladas (Tetra Pak, 2023). Um dos motivos que ajuda a entender o porqué do seu alto
consumo pelos brasileiros ¢ o fato de ser consumido (direta ou indiretamente) em diversos
horarios ao longo do dia (Zacarchenco et al., 2012). Alguns dos atributos que devem estar
presentes no Requeijao sdo, odor e cor caracteristicos, consisténcia fatidvel ou untavel, textura
cremosa, fina, lisa ou compacta e sabor levemente acido (Van Dender, 2014). De acordo com
o Ministério da Agricultura e Pecuaria, a partir dos teores de gordura e umidade que o Requeijao
apresente, ele pode ser classificado como Requeijao, Requeijao Culinario ¢ Requeijao de

Manteiga (Tabela 1) (Brasil, 1997).

Tabela 2. Requisitos fisico-quimicos para os diferentes tipos de Requeijdes.

Requeijao Requeijao de
Tipos/ Requisitos Requeijao
Cremoso Manteiga
Matéria gorda no
45,0 a 54,9 55,0 25,02 59,9
extrato seco g.100 g™
Umidade g.100 g*!
Mix. 60,0 65,0 58,0

Fonte: Adaptado de Brasil, 1997.

As etapas fundamentais na fabricacdo do Requeijao comegam com a obteng¢ao da massa
que serve de base para o produto. Posteriormente, hd a adi¢do de sal fundente, junto com o
controle de temperatura, que contribui para a consisténcia desejada do Requeijao. A gordura ¢
adicionada para enriquecer o sabor, além de modificar a textura e, por fim, a d4gua ¢ incorporada
para ajustar a umidade e completar o processo de fabricagdo (Van Dender, 2014).

Os sais fundentes utilizados apresentam um papel fundamental para a produgdo de
queijos processados, como o Requeijao, contribuindo para a textura e o sabor do produto, os
principais sais utilizados sao o citrato de sodio e o fosfato de sédio (Lucey et al., 2011). Além
de contribuir com os aspectos sensoriais, os sais possuem a fun¢do de remover o célcio do
sistema proteico, solubilizar a proteina, hidratar, estabilizar o pH e ajudar na reestrutura¢ao das
proteinas durante o processo de resfriamento (Van Dender, 2014). A atuacao dos sais se da pela

interacdo deles com a matriz proteica, fazendo com que ocorra a quebra das ligacdes de fosfato
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de calcio que interligam as moléculas de para-caseina, substituindo o célcio pelo sédio
resultando em caseina soltivel e formando uma estrutura proteica ocasionando o aumento de
viscosidade do produto (Deshwal et al., 2023; Mozuraityte et al., 2019).

O nosso atual grupo de pesquisa ja vem desenvolvendo trabalhos na area de leite e
derivados, destacando a pesquisa em que se analisou Requeijoes de diferentes marcas
disponiveis no mercado por espectroscopia Raman (De S Oliveira, 2016). Assim, o presente
trabalho possui um historico dentro do grupo e tem como finalidade a reutilizacao de soro de
leite para a producdo de microparticulas de proteina e sua utilizagdo em uma das matrizes mais
consumidas no mercado nacional, o Requeijdo, visando manter quesitos sensoriais e

legislativos.
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2 OBJETIVOS

O objetivo geral do trabalho foi analisar a influéncia da substitui¢do da massa enzimatica

por proteinas do soro de leite microparticuladas (MWP) nas caracteristicas fisico-quimicas e

microestruturais do Requeijao.

2.1

g)
h)

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Produgdo das proteinas microparticuladas visando sua utilizacdo nos Requeijoes
produzidos;

Producdo de cinco formulagdes de Requeijao, com substituicao de 0%, 25%, 50%, 75% e
100% (T1-T5) da massa enzimatica por proteina microparticulada do soro do leite;
Caracterizagao do perfil espectral na regido do infravermelho do soro de proteina
microparticuladas;

Caracterizagao das fragdes proteicas das proteinas microparticuladas por Cromatografia
Liquida de Alta Performance (HPLC) e por distribuicao do tamanho de particula;
Avaliacdo da composicao fisico-quimica dos Requeijoes;

Avaliagao da coloragdao dos Requeijoes;

Avaliagao do perfil de consisténcia, textura e reologica dos Requeijoes;

Caracterizagao do perfil espectral Raman dos Requeijoes.
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3 METODOLOGIA

A metodologia proposta para a microparticulagdo das proteinas do soro do leite e a
formulacao dos Requeijoes sera detalhada a seguir. Essa inclui anélises realizadas nos produtos,
abrangendo medi¢cdes de pH, célcio i6nico, gordura, umidade, proteina total bem como
caracterizacdes através de espectroscopia Raman e na regido do infravermelho, colorimetria,

textura, consisténcia e reologia.

3.1 MICROPARTICULACAO DAS PROTEINAS DO SORO DO LEITE

WPC80 (Whey Protein Concentrate 80 g.100 g de proteina) e permeado de soro de leite
em po foram reconstituidos em 4gua sob agita¢io visando obter 10 g.100 g™! de proteina e 20 g.100
gl de solidos totais. Em seguida foi realizada a adi¢o de solugdo de cloreto de calcio 40 g.100 mL"
!. Foi feito o armazenamento da mistura por 24 horas e apds o tempo proposto, o produto foi
homogeneizado sem utilizagao de pressao, e seu pH ajustado. Posteriormente, fez-se a primeira
etapa de cisalhamento sob aquecimento, logo em seguida a segunda etapa de cisalhamento foi
aplicada, mas sem a aplicacdo de aquecimento. Por fim, o pH foi ajustado de acordo com a matriz
em que o microparticulado foi utilizado (Figura 2). Foi nomeado WPC a solugdo de WPC80 com

permeado e MWP a solucao apos sofrer o processo de microparticulagao.
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Figura 3 - Esquema da microparticulagcdo das proteinas do soro do leite.
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Fonte: Criado com Biorender.com (2023).
3.2 FORMULACOES DE REQUEIJAO

Neste estudo, desenvolveram-se cinco formulagdes para a producao de Requeijao,
identificadas como T1, T2, T3, T4 e T5 (0%, 25%, 50%, 75% e 100% de substitui¢do de massa
enzimatica). Para o calculo das quantidades dos ingredientes utilizou-se balanco de massa,
mantendo constantes trés parametros: umidade, gordura e, consequentemente gordura no extrato
seco (GES). Definiu-se como meta para todas as cinco formulagdes atingir o nivel de umidade de
60 g.100 g!, teor de gordura de 23 g.100 g' e gordura no extrato seco de 57,5 g.100 g'. A
formulacdo T1, que ndo continha proteina do soro de leite microparticulada (0%), foi definida como

sendo a formulag¢do controle. As formulagdes T2, T3 e T4 tiveram 25%, 50% ¢ 75% de massa
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enzimatica retirada do seu preparo, respectivamente, ¢ substituida por MWP. Como a massa

enzimatica e o soro microparticulado ndo possuem as mesmas composi¢des, para os parametros de

umidade, gordura ¢ GES se manterem constantes como o desejado, foram feitos reajustes nas

quantidades adicionadas de dgua e manteiga. Para a formulagdo T5 toda a massa enzimatica foi

retirada do preparo e substituida por proteina do soro microparticulada. Na Tabela 3 ¢ descrito a

composi¢ao das diferentes formulagdes produzidas. A sele¢do dos ingredientes foi feita apds uma

série de experimentacdes preliminares voltadas para a elaboracdo do Requeijao.

a)
b)
c)
d)
e)

T1- Requeijao cremoso (formulagdo controle);

T2- Requeijao cremoso com 25% de substitui¢do de massa enzimatica por MWP;
T3- Requeijao cremoso com 50% de substitui¢do de massa enzimatica por MWP;
T4- Requeijao cremoso com 75% de substitui¢do de massa enzimatica por MWP;

T5- Requeijao cremoso com 100% de substituicdo de massa enzimatica por MWP.

Tabela 3. Composicdo das diferentes formulagdes de Requeijado com e sem substituicdo de massa

enzimatica por MWP.

Ingredientes (g.100 g™) T1 T2 T3 T4 T5
Massa enzimatica 473 35,5 23,6 12,0 0,0
Manteiga 12,3 15,9 19,5 23,1 26,7
Citrato 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
Cloreto de sodio 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Agua 37,9 28,4 19,0 9,3 0,0

MWP* 0,0 17,7 35,4 53,1 70,8

Total 100 100 100 100 100

T1 (controle); T2 (25% de substitui¢ao); T3 (50% de substitui¢do); T4 (75% de substitui¢do); TS5 (100% de

substitui¢ao).

*MWP: Proteina Microparticulada do Soro.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Figura 4 - Porcentagem relativa das diferentes formulag¢des de Requeijdo com e sem adi¢ao

MWP.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

3.2.1 Elaboracio das formulag¢oes

O aparelho empregado na elaboragdao das formulagdes de Requeijao foi um simulador de
processos TM5-4 (marca: Vorwek), e o processo seguiu as etapas descritas abaixo.

Anteriormente a produ¢ado, foram conduzidas analises para determinar os teores de umidade
na estufa por gravimetria (marca: DeLeo) e gordura por método de Gerber nos ingredientes a serem
empregados, incluindo a massa enzimatica e a manteiga. Os resultados obtidos foram inseridos em
uma tabela de balanco de massa para calcular a quantidade precisa de cada componente, visando
atingir as especificagdes previamente definidas para o produto final.

A massa enzimatica selecionada foi previamente triturada com o auxilio do simulador de
processos com rotacao de 6000 rpm e pesada para inclusdo nas formulagdes correspondentes (T1,
T2, T3 e T4). As propor¢des foram estabelecidas de acordo com os requisitos legais, visando obter
23 g.100 g! de gordura e 60 g.100 g™ de umidade. Subsequentemente, incorporou-se o citrato de
sodio para tornar a massa mais homogénea e cremosa, provocando uma mudan¢a na textura
do produto final. Além da adig¢ao do cloreto de sddio ajustou-se a temperatura para 60 °C e a rotagdo
para 6000 rpm durante um periodo de 3 minutos. Posteriormente, os componentes remanescentes
foram integrados a formulacgdo, o peso do simulador de processos foi verificado e a temperatura
elevada para 90 °C, mantendo-se por 15 minutos. Para as formulagdes T2, T3 e T4, que incluem

proteina microparticulada, essa foi adicionada juntamente com a manteiga e a agua. No caso da
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formulagdo T5 nao houve adi¢ao de dgua. Nos cinco tltimos minutos de producao, repds-se a agua
perdida por evaporagao durante o processo e no minuto final, o pH foi aferido, sendo ajustado com
4cido citrico 80 g.100 mL™!' ou hidroxido de s6dio a 50 g.100 mL"!, conforme necessario, até
alcancar uma faixa de pH entre 5,4 ¢ 5,7 (Figuras 5-7).

Apo6s a conclusao das atividades do simulador de processos, o Requeijao foi transferido,
ainda quente, para recipientes plasticos de 145 mL, que foram previamente esterilizados, e
posteriormente armazenados sob refrigeracao a 5 °C + 2 °C. As cinco formulagdes descritas acima,

T1 a TS5, foram produzidas em triplicata (n = 3).

Figura 5 - Fluxograma da producdo de Requeijoes sem adicdo de MWP (T1).
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Figura 6 - Fluxograma da produgdo de Requeijoes com a substitui¢do da massa enzimatica por

MWP (T2, T3 e T4).
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Figura 7 - Fluxograma da producao de Requeijoes com a substitui¢do dada massa enzimatica
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3.3 CARACTERIZACAO POR ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO

Para espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho médio da proteina

microparticulada, utilizou-se um espectrometro interferométrico Bruker modelo Vertex 70v

acoplado acessorio de reflectancia total atenuada (ATR), operando com resolugdo espectral de 4,0

cm’! e faixa espectral de 400 a 4000 cm™.

3.4 AVALIACAO DA DISTRIBUICAO DO TAMANHO DE PARTICULA

Para anélise de distribui¢ao do tamanho das particulas, foi utilizado o analisador de tamanho

de particulas por difragdo a laser LS 13320 (modelo: Beckman Coulter) com moédulo liquido
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aquoso. Uma solugdo de 10 g.100 mL™' das amostras foi preparada e adicionadas direta e lentamente
ao reservatorio do equipamento. A aquisi¢cdo dos resultados foi realizada com o software Beckman
Coulter versao 5.03. O modelo matematico escolhido para obtengao dos resultados foi o Fraunhofer,
esse modelo tem como particularidade nao precisar das caracteristicas Opticas (indice de refracao)
do material analisado. Os resultados estdo representados como Dv90 (didmetro hidrodindmico

correspondente a 90% do volume das particulas).

3.5 CARACTERIZACAO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PERFORMANCE
(HPLC)

No método por HPLC (do inglés, High-Performance Liquid Chromatography), foi usada
fase reversa e o equipamento da marca Waters, modelo 1525, com detector PAD (do inglés,
Photodiode Array Detector) e equipado com uma bomba binaria. A separagdo cromatografica
utilizou uma coluna Phenomenex Luna C18 5um (250 mm x 4,6 mm) 100 A, que foi mantida a 40
°C durante a corrida. O volume de inje¢ao foi de 20 uL, e a-LA e a B-LG foram detectadas no
comprimento de onda de 214 nm. A Figura 3 apresenta um cromatograma obtido para os padroes

de 0-LA e B-LG da marca Sigma-Aldrich® (De Paula, et al).

Figura 8 - Cromatogramas dos padroes de a-LA e B-LG

Fonte: Adaptado de De Paula, 2024.

A eluicao gradiente foi realizada com uma mistura de dois solventes a uma taxa de fluxo de
0,5 mL.min"!. A fase mével consistia em 0,1% de TFA em agua ultrapura (solvente A) e 0,09% de
TFA em 90% de Acetonitrila e 10% de agua ultrapura (solvente B). Um programa de gradiente

linear foi utilizado segundo Tabela 4.
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Tabela 4. Modo de eluicdo gradiente aplicado para determinacdo das fracdes proteicas a-LA e [B-

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

Fonte: Adaptado de De Paula, 2024.

3.6 ANALISES FISICO-QUIMICAS

A medigao do pH foi realizada em triplicata com o auxilio de um pHmetro (marca: Gehaka),
com a faixa de calibragdo entre 4 ¢ 7. A avaliagdo da umidade foi conduzida pesando 3 g do
Requeijao, em seguida o material foi submetido a uma temperatura de (100 + 2) °C, em estufa
(marca: Deleo), durante um periodo necessario para a estabilizagdo da massa. O método de
umidade descrito acima foi uma adaptacdo do método oficial n° 925.10 estabelecido pela AOAC
International (1995).

A gordura foi realizada em duplicata e quantificada de acordo com o Método de Gerber,
como estipulado pela Instrugdo Normativa n°® 68, datada de 12 de dezembro de 2006 (Brasil, 2006).
Pesou-se 3 g no recipiente de amostra do butirometro, adaptando-o, e em seguida adicionou-se 5
mL de agua destilada a 60 °C. Transferiu-se, lentamente, 10 mL de acido sulfurico para analise de
leite 92 g.100 g'! para o butirdmetro, € o agitou até total dissolugdo da amostra. Posteriormente,
adicionou-se 1 mL de 4lcool isoamilico 90 mL.100 mL™! e 4gua destilada, a 60 °C, até a escala 30%
do butirémetro. Agitou-o e o centrifugou por 5 minutos a 1200 rpm. Por fim, foi realizada a leitura
do teor de gordura. O teor de gordura no extrato seco (GES) foi calculado pela razao entre a
quantidade de gordura no Requeijdo e o contetido de extrato seco total (EST), com os resultados
expressos em termos percentuais (g.100 g™).

A analise de cor foi realizada em triplicata mediante um Colorimetro chroma meter CR 400
(marca: Konica Minolta), e os parametros foram registrados nas coordenadas a* (positivo:
vermelho, negativo: verde), b* (positivo: amarelo, negativo: azul) e L* (luminosidade), além do

calculo feito para andlise do indice de escurecimento, Browning Index, (BI). A andlise de calcio
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ionico foi realizada em triplicata utilizando o equipamento LAQUAtwin Ca*" (marca: Horiba) e
para as medidas foram preparadas solugdes de 10 g.100 mL™! dos Requeijdes. A andlise de proteina

foi feita pelo método Kjeldahl (ISO 8968-1:2014) em laboratorio credenciado.

3.7 AVALIACAO DO RESIDUO MINERAL FIXO

O teor percentual de residuo mineral fixo (RMF) foi medido através da incineracdo das
amostras em forno mufla QUIMS® a 550 °C até obtengdo das cinzas. O RMF foi calculado através

da equacao 1 (BRASIL, 2014).

m2=m1) 1 100%

(mo)

Residuo mineral fixo (% m/m) = Equagdo 1

Sendo:
mp: massa do cadinho apds a incineragao;
mi: massa do cadinho de porcelana;

mo: massa de amostra pesada.

3.8 AVALIACAO DA CONSISTENCIA DAS FORMULACOES

A avaliacdo da consisténcia do Requeijdo foi realizada em triplicata apds um periodo de
refrigeragdo de 5 °C £ 2 °C de 7 dias, utilizando um consistometro de Bostwick (CSC Scientific
Company, 2013). O dispositivo foi posicionado em uma superficie plana e teve sua inclinagao e
angulo ajustados. As amostras de Requeijao, aquecidas previamente a 50 °C, foram introduzidas no
reservatorio do aparelho até sua capacidade maxima. Utilizando um cronémetro, o tempo de 30
segundos foi definido a fim de medir a distdncia deslocada das amostras na régua embutida do

proprio equipamento.

3.9 AVALIACAO DA CAPACIDADE DE DERRETIMENTO

A capacidade de derretimento (CD) foi feita utilizando o método de Schreiber, descrito por
Kosikowski (1982). As amostras foram pesadas, 5 gramas, em uma placa de Petri e dispostas dentro
de um circulo demarcado, em seguida foram submetidas a um aquecimento, utilizando um forno

convencional de bancada, de 100 °C por 7 minutos. Finalizado o aquecimento, essas foram retiradas
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e dispostas no mesmo circulo para o céalculo da diferenca de area ser feita, possibilitando assim, a
averiguacao do quanto havia sido a variacdo no didmetro de espalhamento do Requeijdo. Para a

medi¢do da area utilizou-se o software ImagelJ e para o calculo usou-se a equagdo 2 (Wang, 2002).

cD = x100% Equacao 2
(40)

Sendo:
CD: Capacidade de derretimento
A Area final (cm?)

Ao: Area inicial (cm?)
3.10 AVALIACAO DE TEXTURA

O equipamento para andlise de textura Brookfield (modelo: CT3 Texture Analyzer) foi
usado para medicdo dos parametros dureza, coesdo, indice de elasticidade, mastigabilidade e
gomosidade. O método de TPA (texture profile analysis) foi aplicado com a sonda TA11/100, com
uma profundidade de amostra de 6,0 mm, forca de execucao de 6,8g e velocidade de analise de 0,5

mm/s.

3.11 AVALIACAO REOLOGICA

A anélise reologica foi realizada utilizando o redmetro Thermo Scientific (modelo: Haake
Viscotester Q) e o modelo Herschel-Bulkley para o ajuste do grafico de taxa de cisalhamento (eixo
X). Utilizou-se a geometria de placas paralelas com uma temperatura de analise de 22 °C. A
aquisi¢io de dados foi conduzida com um aumento de 0,1 s™ para 100,0 s ao longo de um periodo

de 200 s e uma diminui¢do de 100,00 s para 0,1 s ao longo de um periodo de 200 s.

3.12 CARACTERIZACAO POR ESPECTROSCOPIA RAMAN

Utilizou-se a espectroscopia Raman para monitorar alteragdes estruturais quimicas e
investigar possiveis diferencas entre as formulagdes de Requeijao. Os espectros para os Requeijoes
foram adquiridos utilizando um espectrometro Raman interferométrico (marca: Bruker RFS 100) e

suas condi¢des para a aquisi¢ao espectral incluiram o uso de um laser com comprimento de onda
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de excitagcdo de 1064 nm, poténcia de 300 mW, totalizando 512 varreduras acumuladas (scans) e

uma resolugdo espectral de 4 cm™'.

3.13 ANALISES ESTATISTICAS

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

versao 4.3.1.
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4 RESULTADOS

Nos proximos topicos serdo apresentados os resultados e discussdes embasadas nas andlises

propostas.

4.1 CARACTERIZACOES ESTRUTURAL E DE TAMANHO DE PARTICULAS DAS
AMOSTRAS DE WPC E MWP

A partir dos espectros obtidos na regido do infravermelho para as amostras de WPC e MWP,
como apresentado na Figura 9, algumas mudangas podem ser observadas. As bandas em 1632 e
1635 cm™ sdo atribuidas as vibragdes de estiramento C=0 de amidas, conhecidas como regido de
Amida 1. Essas bandas sdo sensiveis as alteracdes no ambiente proteico, refletindo mudancas na
estrutura secundaria das proteinas, como B-folhas e a-hélices. A banda na regido em torno de 1550
cm™!' corresponde a vibragdes de Amida II, associada ao modo de deformacao angular N-H e
estiramento C-N. O alargamento observado na amostra de MWP pode indicar uma maior
heterogeneidade estrutural ou mudangas nas interagdes intermoleculares, como aumento na
desnaturacio proteica ou formacdo de novos agregados proteicos. A banda na regido de 1400 cm™!,
resultado da vibragao COO™ das cadeias laterais das proteinas, apresentam variagdes de intensidade
€ posi¢ao nessa faixa para ambas as amostras, podendo ser atribuidas a reorganizagao estrutural das

proteinas durante o processo de microparticulagdo (Barth, 2007; Dong et al., 1990).
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Figura 9 - Espectro na regido do Infravermelho de WPC e MWP
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

A Tabela 5 apresenta os resultados das concentragdes das proteinas em forma nativa, beta-
lactoglobulina e alfa-lactalbumina, antes e apos o tratamento de microparticulagao, bem como os teores de
desnaturagdo. Como esperado, B-LG apresentou um maior indice de desnaturagao adicional (98,37%)

em comparacao com a-LA (86,34%) devido a sua maior instabilidade associada (Park et al., 2015).

Tabela 5. Concentracao e porcentagem de desnaturagdo, por HPLC, de B-LG e a-LA antes e

apos o tratamento de microparticulagao.

Amostra*/Proteina B-LG o-LA
WPC (g.100 g ™) 2,835 +£0,540 0,703 £ 0,100
MWP (g.100 g™) 0,046 + 0,001 0,096+ 0,001

Desnaturagao adicional (%) 98,37 86,34

*WPC: WPC80 e permeado; MWP: Solu¢ao proteica microparticulada.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).

A partir da Figura 10, pode-se observar a distribuicao do tamanho das particulas presentes

nas solugdes de WPC e MWP. Comparando-se as curvas € possivel notar que, antes do tratamento
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de microparticulagdo, as particulas apresentavam maiores tamanhos e uma distribui¢do de volume
das particulas mais ampla ou heterogénea, enquanto apos o tratamento da solugao de WPC, 90% do
volume das particulas se encontraram com tamanhos inferiores a 10 pm e uma distribui¢dao de

particula mais uniforme, sendo esse o almejado para o produto microparticulado.

Figura 10 - Distribui¢do do tamanho de particula antes e ap6s o tratamento de microparticulagao.

*WPC: WPC80 e permeado; MWP: Solugdo proteica microparticulada.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

4.2 ANALISES FISCO-QUIMICAS DAS FORMULACOES DE REQUEIJAO

A Tabela 6 apresenta a caracterizagdo das propriedades fisico-quimicas de diferentes
formulagdes de Requeijdo, em termos de pH, umidade, gordura, calcio livre e proteina total. As
formulacdes sdo identificadas de T1 a TS5, onde a porcentagem entre parénteses (0%, 25%, 50%,

75% e 100%) identificam as quantidades de substitui¢do de massa enzimatica por MWP.
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Tabela 6. Caracterizacdes das diferentes formulagdes de Requeijao.

Formulacgio/ Umidade Gordura GES Ca™ Proteina

Parametros pH (2.100 g (2.100 g (2.100 g1 (mmol)* (2.100 g
T1 5,54+0,04* 59,01 +£0,28* 22,75+0,41* 55,51+1,17* 34,89+1,96* 11,07+0,12°
T2 5,56 +0,03* 59,11+0,98 2292+0,66° 56,08+2,15% 4544+2,75> 9,89 +0,03"
T3 5,54 +£0,03* 5937+0,69° 22,92+0,66* 5641+1,69* 5389+271° 880+0,01°¢
T4 5,53+0,04* 58,65+1,11* 22,67+1,03* 54,67+3,05° 60,56+3,94¢ 7,58=+0,12¢
TS 5,51 +£0,03* 59,80+1,060 22,80+0,83* 57,21+1,78* 72,00+5,64° 6,54+0,13¢

T1 (controle); T2 (25% de substitui¢ao); T3 (50% de substituigdo); T4 (75% de substituigdo); TS5 (100% de
substitui¢do).

* Analise de calcio i06nico feita em solug@o aquosa 10 g de Requeijao/100 g de agua (10 % m/v) em triplicata.
** Letras minusculas iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si (P<0,05).

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Em relagdo a analise de pH, nenhuma formulagao apresentou diferenca estatistica entre si,
além de manterem a faixa almejada de 5,5 Para a umidade, verifica-se que ndo existe diferenca
estatistica significativa (P<0,05), assegurando assim um padrdo do produto final. A andlise
estatistica do teor de gordura nas diferentes formulacdes de Requeijao, conforme apresentado na
Tabela 3, indica que ndo houve diferenca estatistica significativa (P<0,05) entre os tratamentos. Isso
sugere que a variacao no percentual de microparticulado adicionado ndo afetou significativamente
o teor de gordura nas formulagdes de Requeijao estudadas, principalmente devido ao balanco das
formulagdes entre os ingredientes. Em relagdo a gordura no extrato seco, como seu calculo ¢ feito
a partir da umidade e gordura das amostras o GES ndo apresentou variagdo entre as diferentes
formulagdes, mantendo assim um padrao final. Contudo, dentre as 5 formulacdes a amostra TS5 ndo
possui adicdo de massa enzimatica durante seu preparo, mesmo estando dentro de todos os
parametros fisico quimicos para Requeijao Cremoso, fazendo com que ela seja melhor classificada
como creme de queijo.

Mesmo com uma reducdo em torno de 59% do teor proteico de T1 para TS5 (11,07 + 0,12
para 6,54 + 0,13 g.100 g' respectivamente) foi possivel manter os parimetros de umidade e extrato
seco total de todas as amostras devido a adi¢do do permeado de soro no preparo do MWP. O
permeado possui em sua composi¢ao minerais e carboidrato, fazendo com que o teor de so6lido seja
mantido compensando assim, a diminui¢do proteica. Quanto ao célcio, as diferengas estatisticas
(P>0,05) entre as formulagdes, sugerem que seu aumento acompanha, proporcionalmente, o

aumento do MWP. A formulacao TS5 apresentou o maior teor de calcio i6nico (72,00 £+ 5,64 mmol)
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e &, estatisticamente, diferente das outras formulag¢des (T1 a T4), que possuem menor teor de MWP.
Esse resultado ¢ previsivel, considerando que durante a fabricagdo do MWP ocorre a adigcdo de
cloreto de calcio.

Em relagdo a andlise de proteina todas as formulagdes se diferenciam estatisticamente
(P>0,05). O Requeijdo T1 possui na sua constitui¢io maior teor proteico (11,07* £ 0,12 g.100 g ™),
tendo sua fonte de solidos lacteos ndo gordurosos advindos da massa enzimatica. Conforme
adiciona-se uma maior concentragdo de MWP e hd uma diminui¢do da massa enzimatica, ha
concomitantemente, um menor teor proteico nas formulagdes, ja que ha 10g.100 g™ de proteina no
MWP, e na massa enziméatica (mucarela), de acordo com a Tabela Brasileira de Composicao de
Alimentos (TACO), 22,62.100 g™ de proteina (TACO, 2011). Dessa forma, a formulacdo T5, onde
ocorre a total substituicdo de massa enzimatica por MWP possui o menor percentual de proteina

dos cinco produtos (6,54 + 0,13 g.100 g1).

43  AVALIACAO DO RES{DUO MINERAL FIXO

A Tabela 7 apresenta o residuo mineral fixo (RMF) das amostras de Requeijao com

diferentes substitui¢des de massa enzimatica por MWP.

Tabela 7. Residuo mineral fixo das formulac¢des de Requeijao.

Residuo mineral fixo

Formulagao
(g.100 g1
T1 3,43 +£0,01%
T2 3,57 +0,01°
T3 3,38 +0,01°
T4 3,55 +0,04°
TS 4,66 +0,02*

T1 (controle); T2 (25% de substitui¢ao); T3 (50% de substitui¢do); T4 (75% de substituigdo); T5 (100% de
substitui¢ao).
* Letras minusculas iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si (P<0,05).

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Para as formulacoes de T1 a T4, observa-se que ndo houve variagdes significativas (P<0,05)
nos valores de residuo mineral fixo, todos permanecendo proximos. As pequenas variagoes
apresentadas indicam que a substitui¢do parcial por MWP ndo alteram drasticamente o contetido

mineral do Requeijdo até a proporcao de 75%. Ja a formulagdo TS5 resultou em um aumento no valor
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de RMF, significativamente maior quando comparada as outras amostras, sugerindo que a
substitui¢do total por MWP impacta de maneira mais acentuada o conteiido mineral. O intervalo no
RMF de 3,43 + 0,01 a 4,66 = 0,01 2.100 g”! mostrou-se acima dos valores encontrados por Vieira
(2022) (2,79 a 3,86 %) na substituicdo de massa de queijo por concentrado proteico para a
formulagdo de Requeijao Culinario, e por Baroni et al. (1999) que obteve uma média de valores de
1,30% nas formulacdes de Requeijao Tradicional (Baroni et al., 1999; Vieira, 2022). Os maiores
valores de RMF encontrados nas formula¢des produzidas podem estar associados a adicdo de
cloreto de calcio durante a fabricacio do MWP e sua posterior adicdo nas amostras de requeijao.
Contudo, para uma analise mais eficaz com relagdo a caracterizacdo da composi¢ao mineral e seus
teores, comparados a formulagdo controle, ¢ necessario um estudo mais direcionado como, por
exemplo, através da Espectroscopia Dispersiva de Energia de Raio X para uma analise

semiquantitativa e qualitativa do contetido mineral presente nas cinzas das formulagdes.

44 ANALISE COLORIMETRICA DAS FORMULACOES

A Tabela 8 apresenta os resultados dos parametros de cor para diferentes formulagdes de
Requeijao, variando de acordo com a quantidade substituicao feita (0%, 25%, 50%, 70% e 100%)
e a Figura 11 ilustra as cinco formulagdes produzidas. Os parametros de cor incluem a*, b*, L* e o
BIL. O parametro a* valor indica a posi¢do da cor no eixo vermelho-verde, valores positivos de
indicam vermelho, enquanto valores negativos indicam verde. Para o parametro b* esse mostra a
posi¢do da cor no eixo amarelo-azul, os valores positivos indicam amarelo, enquanto valores
negativos indicam azul. J& o pardmetro L* varia de 0, que corresponde ao preto absoluto, até 100,
que representa o branco absoluto, significando que quanto maior o valor, mais clara ¢ a amostra. O
BI indica o quanto as amostras escureceram, mensurando a tonalidade na faixa de cor marrom, seus
resultados variam de 0 a 100, sendo que quanto maior o valor, maior o indice de escurecimento
(Netto et al., 2023). Esse sistema ¢ muito Util para descrigdes objetivas de cores, evitando
ambiguidades e diferencas de percepgdo entre observadores diferentes. E especialmente relevante
em contextos em que a consisténcia e precisao da cor sdo criticas, como em controle de qualidade,

design e pesquisa em materiais.
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Tabela 8. Resultados dos parametros de cor e indice de escurecimento das diferentes formulagdes

de Requeijao.

Formulac¢ao/ Parametros a¥ b* L* BI
T1 -3,13+£0,24* 11,99 £0,56* 89,65+ 0,44* 11,39+0,73?
T2 -1,66 £0,41° 13,09 +£0,52° 86,95+0,73° 14,49 +0,88°
T3 -0,49 +0,13° 14,83 £0,13° 85,58 +0,37° 18,19+0,14°
T4 0,31 £0,53¢ 18,44 +0,84¢ 81,89 +1,18¢ 2520+1,57¢
TS5 0,89 £0,22° 20,03 +0,22° 79,52 +£0,39° 29,19+0,49°

T1 (controle); T2 (25% de substitui¢do); T3 (50% de substituicao); T4 (75% de substitui¢do); TS (100% de
substitui¢do).
* Letras minusculas iguais na mesma coluna nao diferem estatisticamente entre si (P<0,05).

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Figura 11 - Fotografia das diferentes formulagdes de Requeijao.

T1 T2

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

A formulacao controle (T1) apresentou resultados de a*, b* e L* préximos ao Requeijao
Cremoso fabricado por Cunha et al. (2010) (GES = 60%, umidade = 63%) com valores de a* = -
0,23, b*=10,37 e L* = 86,51 (Cunha et al., 2010). Em relagao aos parametros colorimétricos das
diferentes formulagdes de Requeijado com adigdo varidvel de microparticulado, tem-se que para o
parametro a* (vermelho-verde) ocorre um aumento nos valores, sugerindo uma diminuicdo na
intensidade do componente vermelho, indicando uma mudanca na tonalidade do Requeijao em
direcao ao verde com a adicdo de MWP. Ja os valores de b* (amarelo-azul) aumentam nas
formulagdes de T1 a TS5, respectivamente, apontando para uma intensificacdo da cor amarela além

de uma redugao gradual na luminosidade, sugerindo que o Requeijao se torna um pouco mais escuro
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com o aumento do MWP. O aumento de BI das amostras de Requeijao pode estar associado a reagdo
de Maillard que tem a formagdo dos seus principais compostos por reagdes entre lactose e proteinas
disponiveis no meio (Starowics e Zielinski, 2019). O permeado utilizado ¢ rico em minerais e
carboidratos, como lactose, podendo ele ser o principal responsavel pelo escurecimento dos

produtos com maiores teores de MWP.

4.5 AVALIACAO DA CONSISTENCIA DAS FORMULACOES

A Tabela 9 apresenta as distancias que foram percorridas no consistometro de Bostwick
pelas diferentes formulagdes, aquecidas previamente a uma temperatura de 50 °C, no tempo

padronizado de 30 segundos.

Tabela 9. Medi¢ao da consisténcia das formulacdes de Requeijao (T1 a TS) por distancia

percorrida em 30 segundos.

Consisténcia Bostwick
Formulacao

(cm/30 s)
T1 5,55+0,53¢
T2 7,50 +£0,94°
T3 6,57 £ 0,95
T4 10,72 £ 0,48
T5 0,90 +0,27¢

T1 (controle); T2 (25% de substituigao); T3 (50% de substituigdo); T4 (75% de substituicao); TS (100% de
substitui¢ao).
* Letras minusculas iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si (P<0,05).

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

As distancias percorridas pelas formulagdes variaram de 10,72 £ 0,48 (T4) 20,90 £ 0,27 cm
(TS). A andlise estatistica revelou que as formulagdes T1, T2 e T3 sdo estatisticamente semelhantes
(P<0,05) olhando de maneira geral, ja as formulagdes T4 e T5 diferem dos trés primeiros produtos
e entre si. Com relagdo a consisténcia do produto, essa pode estar diretamente ligada ao teor
proteico e de célcio presentes na massa enzimatica. No caso da formulagdo T1, onde ndo ha adigao
de MWP e a proteina advém somente da massa enzimatica, pode-se observar uma menor fluidez
em relagdo aos demais tratamentos, excluindo o T5. Essa caracteristica pode estar relacionada ao
sal fundente (citrato de sodio), visto que as cinco formulagdes possuem a mesma quantidade

adicionada. No entanto, o0 aumento na concentragao de sodio em relagdo ao calcio proveniente da
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massa enzimatica, que diminui conforme essa ¢ substituida por MWP, pode promover uma maior
competicao pelas cargas negativas da caseina. O cdlcio liberado da caseina desloca-se, entdo, da
forma coloidal para citrato de calcio complexado soluvel, forgando a troca catidnica de espécies
mais fortemente ligadas a caseina (Van Dender, 2014). Os demais tratamentos, onde a adi¢dao de
massa enzimatica diminuiu, possuem menores quantidades de célcio com a mesma adig@o de sal
fundente do tratamento T1. Dessa forma, as interagdes de calcio e sal fundente podem estar
influenciando na diminuic¢do da consisténcia dos Requeijoes com maior adicdo de MWP. Ja para a
formulacao TS5 observa-se uma mudanga drastica em relagdo a consisténcia apresentada, tendo
relagdo direta com a retirada por completo da massa enzimatica. Nota-se que a formulagao T4, que
ainda possui uma substitui¢ao de 75% de massa enzimatica por MWP, segue a mesma tendéncia de
aumento de fluidez, enquanto quando ocorre a total substitui¢ao (T5) a fluidez decai bruscamente.
Para uma avaliagdo mais precisa da diferenca quantitativa entre sodio e calcio, bem como para
assegurar maior confiabilidade nas proposi¢des relacionadas a consisténcia das formulagdes, seria
recomendado realizar andlises dos teores totais de sddio nas cinco formulagdes de Requeijao e de

calcio e sddio nos ingredientes utilizados.

4.6 AVALIACAO DA CAPACIDADE DE DERRETIMENTO

O derretimento € uma importante propriedade funcional associada ao queijo devido ao seu uso
em receitas, um exemplo ¢ a utilizagdo do proprio Requeijao, um tipo de queijo fundido ou queijo
processado, em preparo de pizzas que sao levadas ao forno em altas temperaturas, ou como recheios
que necessitam de maior consisténcia apos serem levadas ao aquecimento. Dependendo da
necessidade atribuida ao produto almeja-se um derretimento menos ou mais expressivo.

A Tabela 10 apresenta a capacidade de derretimento de cada formulacdo de Requeijao
produzida. De acordo com os resultados obtidos T1 apresentou a maior capacidade de derretimento,
enquanto T5 a menor. Observando-se T2, que possui 25% de adi¢do da solugdo de MWP, nota-se
um decaimento consideravel na capacidade de derretimento comparado a T1, enquanto para TS5 nao
apresentou diferenga estatistica. Para T4 nao houve diferenga estatistica (P<0,05) em relagdo a T1
nem T5. De T2 a T4 houve um aumento na CD conforme ha a maior substitui¢do de massa
enzimatica por MWP, assim como Pinto (2007) observou maiores valores de derretimento conforme
ocorreu a adicdo de WPC na produgao de cheese spread (Pinto et al., 2007). Para Liibeck (2005),
independentemente do valor de GES associado, quanto maior o teor de concentrado proteico
adicionado, menor a capacidade de derretimento do Requeijao Cremoso, podendo ser feita uma

comparagdo a formulag¢do T5 que apresenta o menor valor de CD, demonstrando a singularidade do
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produto (Liibeck, 2005). Outra caracteristica atribuida as amostras ¢ o escurecimento ap6s o tempo
estipulado de forneamento. Visualmente, as amostras T4 e T5 apresentaram uma colora¢cdo mais
amarronzada do que as demais formulagdes como € visto na Figura 12.

Tabela 10. Medicao da capacidade de derretimento das formula¢des de Requeijao (T1 a TS).

Formulacio  Capacidade de Derretimento

T1 230,61 + 17,522
T2 131,58 +22,43°
T3 150,86 + 3,15°
T4 156,07 +32,35%
TS 108,57 +1,29°

T1 (controle); T2 (25% de substitui¢ao); T3 (50% de substituicdo); T4 (75% de substituicdo); TS (100% de
substituigao).
* Letras minusculas iguais na mesma coluna néo diferem estatisticamente entre si (P<0,05).

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Figura 12 - Fotografia antes e ap6s o forneamento das diferentes formulagdes de Requeijao.

Antes
T T2 T3 T4 T5
Apoés

T T2 T3 T4 TS5

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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4.7 AVALIACAO DE TEXTURA

A avaliacdo de textura foi feita considerando os parametros de dureza, coesdo, indice de

elasticidade, mastigabilidade e gomosidade, apresentados na Tabela 11.

Tabela 11. Avaliagdo de textura das diferentes formulagdes de Requeijao.

Formulacao/ Dureza Coesiio Indice de Gomosidade Mastigabilidade
Parametros (2) elasticidade (2) (g)
T1 35,33 £ 1,25¢ 1,15+0,32° 1,16 £0,14* 40,57+ 10,87° 4423 +£17,51°
T2 23,33 £ 1,18° 0,98 + 0,06 1,03 +0,02? 22,80+ 2,11° 23,60 +2,63°
T3 47,83 +4,37° 0,64 + 0,08 0,87 + 0,06 30,40+ 1,56° 26,53 +2,70°
T4 145,33 +30,39° 0,36 = 0,02¢ 0,51 £0,05* 52,47+ 10,62° 27,07 + 7,49°
T5 330,17+33,13a 0,48 +0,03¢ 0,58 +0,01° 157,20+ 23,89* 90,90 + 15,59*

T1 (controle); T2 (25% de substituigdo); T3 (50% de substituigdo); T4 (75% de substituicao); TS (100% de
substitui¢ao).
* Letras minusculas iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si (P<0,05).

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

O aumento nos valores de dureza e gomosidade conforme hd uma maior substitui¢ao de
massa enzimatica por MWP (T2, T3, T4 e T5) segue a mesma tendéncia do Requeijado Cremoso
(GES = 55g.100g™") de Liibeck (2005), adicionado com diferentes quantidades de concentrado
proteico de soro produzidos (Liibeck, 2005). A formulacdo T5 exibe a maior dureza (330,17 £ 33,13
g), o que indica uma textura extremamente firme comparada as outras amostras, esse fator ¢é
acompanhado de alta gomosidade (157,20 + 23,89 g) e mastigabilidade (90,90 + 15,59 g), sugerindo
um maior esforgo atribuido a mastigagao da amostra. Em contraste, as formulagdes T1, T2 e T3
mostram valores reduzidos de dureza ¢ sao estatisticamente semelhantes (P<0,05), indicando
texturas mais suaves além de apresentarem coesao e elasticidade moderadas. J& a formulagao T4,
mesmo sendo a com maior semelhan¢a em relagdo a amostra TS por apresentar 75% de substituicao
de massa enzimatica por MWP, possui uma dureza quase duas vezes menor. Em termos de
elasticidade, a variagao entre as formulacdes ¢ relativamente pequena, com TS5 e T4 se destacando,
ligeiramente, por valores menores quando comparadas as outras amostras. A diminui¢do de CD
(Tabela 10) segue coeréncia com a perda de elasticidade vista na Tabela 11, que ocorre quando
todos os queijos sdo aquecidos, ja que a analise de derretimento € um parametro associado a forga

de interacdes caseina-caseina, e de T1 a TS ocorre a substitui¢ao de caseina por MWP (Lucey et al.,
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2003). Em resumo, a substitui¢do gradativa da caseina, até a majoritaria por MWP, traz
modificagdes visiveis e mensuraveis nas propriedades texturais das diferentes formulagdes,

podendo ser ajustada de acordo com a necessidade.

48 AVALIACAO REOLOGICA

A Tabela 12 apresenta dados referentes a analise reoldgica das amostras de Requeijao.

Tabela 12. Avaliacao reologica das diferentes formulagdes de requeijdo.

y0 - Tensio de K- Indice de n - indice de Nap10o Valor
Formulacao/ R?*—-Adequacio
escoamento consisténcia  comportamento medido
Parametros do ajuste
inicial (Pa) (Pa.s™) de fluxo (Pa.s)
T1 0,01 £0,01° 131,87+ 7,79° 0,41 £0,01° 0,9984 + 0,0001* 8,50+ 0,57°
T2 2,44 £ 1,20° 28,81 +1,92° 0,42 £0,01° 0,9990 + 0,0001* 2,04 £ 0,06°
T3 1,75 +0,92° 18,81 & 1,89 0,46 + 0,01 0,9987 + 0,0001* 1,59 + 0,08°
T4 0,01 +£0,01° 10,66 + 0,39°¢ 0,56 +0,01° 0,9986 + 0,0001* 1,42 +0,05¢
TS 114,08 £10,91* 6,48 £2,29° 0,83 +0,07 0,9934 +0,0001° 3,93 +£0,23°

T1 (controle); T2 (25% de substitui¢ao); T3 (50% de substituicao); T4 (75% de substituicao); TS5 (100% de
substituicao).
** |etras mintsculas iguais na mesma coluna nao diferem estatisticamente entre si (P<0,05).

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Os resultados expressos por K fazem referéncia a consisténcia das amostras, nesse caso sem
aquecimento prévio como feito no consistometro de Bostwick. Observa-se que T1 apresenta o maior
valor (131,87 £ 7,79 Pas"), indicando uma alta consisténcia quando comparada as outras
formulagdes. Conforme ocorre a substitui¢do de massa enzimatica por MWP a consisténcia tende a
diminuir, bruscamente, até o valor minimo de TS5, quando ocorre a substituigao total de caseina por
proteinas do soro microparticuladas. Em relacdo ao indice de comportamento de fluxo (n) ha uma
variagdo de 0,41 a 0,83, valores proximos de 1 indicam comportamento Newtoniano, enquanto
valores menores indicam comportamento pseudoplastico. A formulagdo T5 apresenta o maior valor
de n dentre todas as formulacdes (0,83 + 0,07 Pa.s), aproximando-se de um comportamento mais
newtoniano, sugerindo que a eliminagdo completa da caseina altera significativamente o
comportamento de fluxo do Requeijao.

A viscosidade aparente medida ¢ um indicador direto da resisténcia ao fluxo sob uma taxa
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de cisalhamento especifica, nesse caso a 100 s”. Observa-se que T1 apresenta a maior viscosidade
aparente (8,50 + 0,57 Pa.s), a medida que a caseina ¢ substituida por MWP ha uma tendéncia de
diminuicao nos valores até T4, contudo, em TS5, onde ha 100% de substitui¢dao, a viscosidade
aparente aumenta novamente. A diferenca de viscosidade de TS5 em relacdo as outras formulagdes
observadas na Figura 13, pode estar associada a formagao inicial de géis entre as proteinas do soro
microparticulada. Kessler e Beyer (1991) sugerem que elevadas concentragdes de proteina do soro
em relacdo a caseina promovem a formagao de agregados, resultando em um aumento significativo
da viscosidade do produto. Eles também indicam que a baixa quantidade de caseina presente no
sistema pode estar integrada a rede do gel. A Figura 14A demonstra o afastamento e impedimento
da formacgao do gel de MWP com a presenca da caseina soluvel, conforme ocorre a retirada parcial
dessa, a formagdo do gel se mantém invidvel devido ao bloqueio que a caseina ocasiona entre as
particulas de MWP (Figura 14B). Contudo, quando h4 a uma infima concentracao de caseina o
produto (Figura 14C), a formagdo do gel de MWP ¢ possibilitada, fazendo com que a viscosidade
associada ao T5 seja muito acima das outras amostras. A discussdo feita anteriormente pode ser o
motivo principal associado a mudanga da viscosidade observada, contudo outros fatores devem

somatizar para a acentuacao desse resultado (Kessler; Beyer, 1991).

Figura 13 - Viscosidade aparente (Pa.s) das formulagdes baseada na taxa de cisalhamento de 0,1
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Figura 14 - Representacdo da formacgao de gel com minima concentragdo de caseina apds a

substituicdo da massa enzimatica por MWP.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).
49 CARACTERIZACAO POR ESPECTROSCOPIA RAMAN

Os cinco espectros médios obtidos das diferentes formulagdes de Requeijao estao dispostos
na Figura 5, suas principais diferengas estio nas intensidades relativas das bandas em 1003 cm™ e
975 ecm™. A primeira, destacada em vermelho na Figura 15, esta associada a respiragdo do anel
aromatico da fenilalanina e a segunda, ao estiramento simétrico do anion fosfato (Kuhar, 2021;
Moustafa et al., 1998). A presenca da fenilalanina € caracteristica de diversos produtos lacteos,
como a propria massa enzimatica e a manteiga que foram utilizadas nas formulagdes, portanto sua
presenca ja era esperada (Kim & Boutin, 2014). Sobre a presenga dos grupos fosfato, a banda em
975 cm’! é comumente atribuida as ligagdes do grupo presentes entre residuos de aminoacidos na
caseina (Moustafa et al., 1998). Mudancas nas intensidades relativas dessas duas bandas podem

estar associada a diferentes concentracdes de proteinas presentes nas formulagdes. Dentre os
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diferentes parametros associados a intensidade de uma banda Raman, a concentracdo de uma
determinada substancia, associada a sessdo de choque, ¢ também uma varidvel interferente. Nota-
se que com o aumento das porcentagens de proteina de soro de leite microparticulado, hd uma
diminuicado nas intensidades de ambas as bandas demarcadas em vermelho. A redugao observada
pode ser atribuida a substituicdo da mugarela por MWP, que ndo contém caseina significativamente
e apresenta um contetdo reduzido de fenilalanina. Sabe-se que o conteudo médio de fenilalanina
na caseina é de 317 umol g'!, enquanto nas soro de proteinas, esse valor é de apenas 228 pmol g’!
(Gorissen et al., 2020). A banda localizada em torno de 1746 cm™ ¢ associada ao modo vibracional
de estiramento C—O, tipico de 4acidos graxos, enquanto a banda em 1655 cm™' ¢ atribuida ao
estiramento C—O de moléculas proteicas. A banda intensa em 1440 cm™! faz referéncia as moléculas
de lipidios, carboidratos e aminoacidos alifaticos nas proteinas do leite. Outra banda, indicativa da
presenca de lipidios, ¢ encontrada em 1302 cm’!, caracterizada na literatura como tor¢do da ligacdo

C-H (Herrero, 2008; Zhou et al., 2006).

Figura 15 - Espectros Raman das diferentes formulacdes de Requeijao produzidas.

—T5
/| —T4
[ ; —T3
‘ \ /\ —T2
AN I\ J <\ V" - —T

A

1440

T D N T

Intensidade Raman normalizada

1746
1655
1302
1003
975

me

I | I ! ! 1
2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600

Comprimento de onda / cm™
Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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5 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos nesse trabalho, observou-se que a substitui¢do parcial ou
total de massa enzimatica (principalmente caseina) por MWP nas formulacdes de Requeijao
impactou significativamente as caracteristicas fisico-quimicas e de cor dos produtos. A substitui¢ao
promoveu alteragdes na coloracao, tornando as amostras mais avermelhadas e amareladas, além de
reduzir a luminosidade, conforme evidenciado pelo aumento no Browning Index (BI). No que se
refere a textura, houve um aumento na dureza e gomosidade, principalmente nas formulacdes com
maior porcentagem de substituicdo. As analises reoldgicas revelaram uma diminuicdo da
viscosidade com a substitui¢ao até¢ 75% (T4), seguida de um aumento na formulagdo T5 devido a
formagdo de géis entre as particulas de MWP, que antes possivelmente eram impedidas devido a
presenca de uma maior concentra¢do de caseina.

Essas alteragdes podem ser atribuidas a substituigdo da caseina (oriunda da massa
enzimatica) por MWP, que possui propriedades funcionais diferentes, influenciando a estrutura do
Requeijao. Em especial, a formulagdo T5 apresentou caracteristicas distintivas em compara¢do com
as demais amostras, sugerindo que a substituicio completa leva a um produto final com
propriedades tUnicas. Esses resultados indicam que a substitui¢do parcial pode ser viavel para
modificar as caracteristicas do Requeijao de maneira controlada, enquanto a substitui¢ao total pode
gerar um produto com perfil sensorial e de textura significativamente diferente, o que pode ser
interessante para o desenvolvimento de novos produtos no mercado como produtos para coberturas

de pizza e recheios.
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