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RESUMO

O leite e seus derivados possuem uma variedade de componentes essenciais,
constituindo um alimento com alto valor nutritivo, porém sédo pobres em fibras e
vitamina C. O enriquecimento com ingredientes que supram essas deficiéncias pode
contribuir para formacdo de um alimento saudavel e que atenda as demandas
especificas do mercado. Para compreender os processos relacionados ao
enriquecimento de derivados lacteos com vitamina C, foi apresentado no Capitulo 1
uma revisdo sobre estrutura, estabilidade e reagdes de escurecimento envolvendo
esta vitamina. A parte experimental conta com o desenvolvimento de um método
analitico para quantificacdo de acido ascorbico por cromatografia liquida de alta
eficiéncia por detecgcao UV-Vis e estudo da cinética de degradacgao da vitamina C na
matriz lactea de interesse (iogurte). O fenbmeno do escurecimento foi avaliado através
da identificagdo de marcadores da reagao de Maillard e ensaios colorimétricos, com o
objetivo de investigar se a potencializagdo do escurecimento na presenga da vitamina
C ocorre via reagcdo nao enzimatica ou pela via degradativa do acido ascérbico. Os
resultados deste capitulo demonstraram perda do conteudo de vitamina C de
aproximadamente 77%, com relacido a concentracao inicial, apés 21 dias de produgao
dos iogurtes, além da intensificagdo do escurecimento em fun¢do do tratamento
térmico aplicado. O Capitulo 2 trouxe uma abordagem inédita para a matriz do iogurte:
a adigao de suspensao coloidal de celulose vegetal. O trabalho apresentado avaliou
parametros fisico-quimicos de iogurtes produzidos com adi¢céo das fibras de celulose
vegetal e teve como objetivo discutir as propriedades tecno-funcionais atribuidas a
presenca destas fibras. Conforme o resultado apresentado neste capitulo foi possivel
identificar vantagens em relacao a estabilidade do produto final, atribuidas a presenca
das fibras de celulose. Esta dissertacao, portanto, contempla capitulos que tém como
base o estudo de diferentes aplicagdes em iogurtes, partindo da adigdo de compostos
bioativos como a vitamina C e celulose vegetal. Assim, foi possivel unir uma discussao
tecnologica de interesse industrial, com respeito a estabilidade da vitamina C e
também, uma aplicagao inovadora de interesse académico através da utilizacdo de

fibras de celulose vegetal produzidas em escala laboratorial.

Palavras-chave: logurte. Vitamina C. Cinética. Escurecimento. Fibras de celulose.



ABSTRACT

Milk and its derivatives have a variety of essential components that constitute a food
with high nutritional value. However, even though they are rich in essential nutrients,
they are reportedly low in fiber and vitamin C. The enrichment with ingredients that
supply these deficiencies contributes to the formation of a healthy food and meets
specific market requirements. To understand the processes involved in the fortification
of dairy products with vitamin C, an overview of the structure and stability of this vitamin
is presented in Chapter 1, followed by an experimental section that includes the
development of an analytical method for the quantification of ascorbic acid by high
performance liquid chromatography with UV-Vis detection and a kinetic study of this
vitamin in yogurt as the dairy matrix of interest. The phenomenon of browning is
evaluated by identifying markers of the Maillard reaction and colorimetric assays, the
objective was to determine whether the potentiation of browning in the presence of
vitamin C occurs via a non-enzymatic reaction or via the ascorbic acid degradation
pathway. A loss of vitamin C content of approximately 77% was observed after 21 days
of production, in addition to the potentiation of browning as a function of the heat
treatment applied. Chapter 2 presents a new approach to the yogurt matrix: the
addition of colloidal suspension of vegetable cellulose. The presented work evaluates
the physicochemical parameters of yogurts prepared with the addition of cellulose
fibers and aims to discuss the techno-functional properties due to the presence of
different types of vegetable cellulose. Therefore, it is possible to observe advantages
in terms of stability of the final product due to the presence of cellulose fibers. This
project combines a technological discussion of industrial interest regarding the stability
of vitamin C and an innovative application of academic interest using laboratory-scale

plant cellulose fibers.

Keywords: Yogurt. Vitamin C. Kinetics. Browning. Cellulose fibers.
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1 INTRODUGAO

Entende-se por iogurte um produto lacteo fermentado a partir de culturas
iniciadoras de Streptococcus salivarius subsp. thermophilus e Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus. Segundo a instrugdo Normativa n° 46, de 23 de outubro
de 2007, outras bactérias acido laticas podem ser utilizadas, de forma complementar,
para contribuirem com as caracteristicas do produto final. Os produtos lacteos sédo as
principais fontes de probidticos comercializadas, a capacidade tamponante do leite
mantém a viabilidade dos microrganismos durante a fermentagdo e refrigeragao.
Estao incluidos nestas condigdes bebidas como os leite fermentados, sobremesas
lacteas contendo fermentados e o iogurte (MEYBODI; MORTAZAVIAN; ARAB,;
NEMATOLLAHI, 2020).

O consumo de alimentos fermentados cresce em fungao da sua relagdo com
as condi¢cdes de saude, por exemplo, melhorias cardiometabdlicas. O iogurte, em
especial, tem sido associado a diminuigdo do risco de diabetes tipo 2, doengas
cardiovasculares e sindromes metabdlicas (CIFELLI; AGARWAL; FULGONI, 2020). E
um produto que possui alta aceitabilidade pelos consumidores em fungcdo dos
beneficios associados as bactérias acido laticas e probidticos (DURMUS;
CAPANOGLU; KILIC-AKYILMAZ, 2021).

Assim como o leite, o iogurte possui uma variedade de componentes
essenciais, constituindo um alimento com alto valor nutritivo. Possuem quantidades
expressivas de vitaminas como riboflavina, tiamina e vitaminas lipossoluveis como A,
D e E, porém, sao pobres em fibras e vitamina C. O enriquecimento com ingredientes
que supram essas deficiéncias contribui para formagcao de um alimento saudavel e
atende as demandas especificas do mercado. Produtos enriquecidos com vitaminas
tém ganhado espago no mercado de lacteos com a finalidade de atender as
necessidades nutricionais e manutencao da saude (BRASIL DAIRY TRENDS, 2020).

A instrugdo normativa n°75 de outubro de 2020 apresenta em seu Anexo Il os
valores diarios de referéncia (VDR) para fins de rotulagem nutricional dos alimentos
em geral, sendo recomendado a ingestao diaria de 100 mg de vitamina C e 25 g de
fibras alimentares (BRASIL, 2020). O Conselho Federal de Farmacia identificou um
aumento de 180% no consumo de vitamina C no periodo de janeiro a margo de 2020
(CFF, 2020), reflexo do periodo pandémico da Covid-19 e da preocupagédo dos

consumidores com a saude. A fim de auxiliar na prevencdo do aparecimento de
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doencgas cronicas relacionadas a dieta, a Organizagdo para a Alimentacdo e
Agricultura (FAO), agéncia especializada das Nag¢des Unidas que lidera os esforgos
internacionais para erradicar a fome no mundo, recomenda o consumo de pelo menos
25 g/dia de fibras na dieta alimentar (OMS, 2023).

Para compreender os processos envolvidos no enriquecimento de derivados
lacteos com os compostos bioativos, vitamina C e fibras de celulose, trouxemos neste
trabalho duas abordagens. No primeiro capitulo foi realizado um estudo da cinética de
degradagao da vitamina C em iogurtes e a investigacdo da sua participagdo em
reacdes de escurecimento. No segundo capitulo, no qual foi abordado a produgao de
iogurtes adicionados de fibras de celulose, foram avaliados trés tipos fibras:
microfibrilada, nanofibrilada e nanofibrilada tratada de forma enzimatica. A discussio
referiu-se a capacidade destas fibras em modular as caracteristicas fisico-quimicas
durante a produgéo e estocagem dos iogurtes. Com estas duas vertentes trabalhamos
com o iogurte, derivado de um produto natural, o leite, adicionando a ele dois

compostos bioativos que Ihe sao deficientes, vitamina C e fibras.
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2 OBJETIVO GERAL

Produzir dois diferentes produtos, iogurte adicionado de vitamina C e o iogurte
adicionado de suspensao coloidal de celulose vegetal e avaliar a estabilidade e as
alteragdes fisico-quimicas do iogurte adicionado de dois compostos bioativos que Ihe

sao deficientes.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Com base no objetivo geral, sdo apresentados na secao seguinte os objetivos

especificos de cada capitulo.
2.1.1 Objetivos especificos para o capitulo 1

a) Produzir iogurtes em escala laboratorial adicionados de vitamina C;

b) Desenvolver e validar metodologia analitica para quantificar o conteudo de
vitamina C por cromatografia liquida de alta eficiéncia, detector UV-Vis (PDA —
Photodiode Array Detector),

c) Estudar a cinética de degradagéao da vitamina C nos iogurtes produzidos;

d) Estudar a relagdo entre a degradagdo da vitamina C e reagdes de
escurecimento;

e) Quantificagdo simultdnea dos marcadores da reagao de Maillard, HMF (5-
hidroximetilfurfural); F (2-furaldeido), FMC (2-furil-metilcetona); MF (5-metil-2-
furaldeido) em iogurtes, por cromatografia liquida de alta eficiéncia, detector UV-Vis
(PDA — Photodiode Array Detector).

2.1.2 Objetivos especificos para o capitulo 2

a) Produzir em escala laboratorial iogurtes adicionados de trés diferentes fibras
de celulose vegetal;
b) Avaliar as carateristicas fisico-quimicas dos iogurtes adicionados de

suspensao coloidal de celulose vegetal durante a producao e estocagem.
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3 ESTUDO DA ADIGAO DE VITAMINA C EM IOGURTES: ESTABILIDADE,
REAGOES DE ESCURECIMENTO E CINETICA DE DEGRADAGAO

Para compreender os processos envolvidos na adicdo de vitamina C foi
realizado um estudo da cinética de degradagao da vitamina C e a investigagao da sua

participacdo em reagdes de escurecimento, apresentado neste primeiro capitulo.
3.1 REFERENCIAL TEORICO

As vitaminas sao compostos fundamentais para a manutencao das fungdes
essenciais do corpo e sua homeostase (RANI; SHARMA; SINGH; GREWAL, 2019).
O termo “vitamina” foi utilizado pela primeira vez em 1911 pelo bioquimico polonés
Casimir Funk, visando se referir de maneira genérica as substancias alimentares
indispensaveis a saude. O bioquimico estudava a niacinamida e criou a expressao
“amin vital” que deu origem a palavra vitamina. A correlagdo entre a ingestdo de
compostos citricos e a prevencao do escorbuto, doenga que acometia marinheiros a
bordo durante varios dias, ja havia sido feita pelo médico escocés James Lind em
1747. Sendo assim, em 1911 Drummond denominou essa caracteristica que alguns
alimentos apresentavam como fator antiescorbutico “C”. Em 1928 o fator
antiescorbutico foi isolado pelo cientista hungaro Albert von Szent-Gyorgyi e passou
a ser denominado como vitamina C (MANELA-AZULAY; LACERDA; PEREZ;
FILGUEIRA et al., 2003).

Vitamina C é um termo geral aplicado aos derivados do acido ascorbico que
exibem atividade bioldgica, atuando como antioxidante hidrofilico e sendo importante
para a prevencao de processos degenerativos causados pelo estresse oxidativo
(BARROS; NUNES; GONCALVES; BENNETT et al., 2011). Os valores de referéncia
para ingestdo diaria de vitamina C sdo de 100 mg para adultos, com variagbes
individuas conforme idade, gestacgao e lactagdo (BRASIL, 2020).

E um composto obtido principalmente a partir de frutas citricas e vegetais
folhosos, estando presente no leite de mamiferos, como no leite de cabra, vaca e
humano (RANI; SHARMA; SINGH; GREWAL, 2019). Os alimentos possuem
concentragbes muito distintas de vitamina C, a exemplo de frutas como acerola e
camu-camu que possuem altos teores de acido ascérbico, podendo apresentar cerca
de 1593,20 mg e 6690,40 mg em 100 g da fruta, respectivamente (GARCIA; BORGES;
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VANIN; CARVALHO, 2020). Em contrapartida, o leite, apesar do seu valor nutricional,
nao apresenta concentragdes significativas deste nutriente. O leite de vaca pode ter
de 0,02 a 0,94 mg de acido ascorbico em porgdes de 100 g (BOUKRIA; HADRAMI;
SAMEEN; SAHAR et al., 2020). Na Tabela 1 sdo apresentados os teores de vitamina

C em algumas fontes vegetais e animais.

Tabela 1 - Teor de vitamina C em alguns alimentos de fonte vegetal e animal.

Fontes vegetais Fontes animais

Teor . Teor . Teor
Frutas (mg/100 g) Hortalicas (mg/100 g) Leite (mg/100g)
Goiaba? 302 Brocolis? 109 Camelod 2,3-18,4
Groselha® 181 Piment&o vermelhoP 140 Vaca? 0,02 -0,94
KiwiP 90 Salsinha® 133 Cabrad 1,29 - 2,00
Limao? 50 Cebolinha? 58 Ovelha? 416 —4,30
Laranja? 47 Ervilhas verdes® 40 Bufalad 2,5
Melao® 40 Chicoria verde® 24 Burra® 5,7
Amora® 21 Rucula® 15 Humano® 6

Fonte: Adaptada de: 2(FIORUCCI; FLORA; SOARES; CAVALHEIRO, 2002);® (VILLAGRAN;
MUNOZ; DIAZ; TRONCOSO et al., 2019), (MIESZCZAKOWSKA-FRAC; CELEJEWSKA,;
PLOCHARSKI, 2021), ¢BOUKRIA; HADRAMI; SAMEEN; SAHAR et al, 2020) e
®(VINCENZETTI; SANTINI; POLZONETTI; PUCCIARELLI et al., 2021).

A fim de atender a demandas do mercado com relagdao a melhorias na saude
e imunidade, os fabricantes de lacteos tém investido em produtos com alto teor de
vitamina C (ITAL, 2020). Porém, a vitamina C € um dos componentes mais afetados
durante o prazo de validade de frutas, vegetais e outros alimentos. Além disso, a sua
determinacao em alimentos é critica em funcdo da dificuldade de manter sua
estabilidade durante o processamento e ao longo do prazo de validade do produto
(ROSA; GODOQY; NETO; CAMPOQOS et al., 2007). A degradagao do acido ascérbico ou
vitamina C, pode ocorrer pela presenga de luz, oxigénio e variagées de temperatura,
sendo que produtos que sofrem aquecimento em etapas de producdo podem estar
suscetiveis a reagdes de escurecimento, potencializada pela adigédo de vitamina C
(BOUQUELET, 2016).

3.1.1 Aspectos estruturais da vitamina C

A vitamina C, também conhecida como acido ascoérbico, possui dois centros

quirais, formando dois pares de estereocisomeros, que sdo: os acidos L-ascoérbico (AA)
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e D-ascorbico e os acidos D-isoascérbico e L-isoascorbico, representadas na Figura
1a. Destes acidos, apenas os AA e o D-isoascérbico possuem atividade vitaminica,
sendo que o Uultimo possui apenas 5% de atividade. (ROSA; GODQY; NETO;
CAMPOQOS et al., 2007). O AA participa de uma reagao de carater reversivel, sendo
oxidado a acido deidroascorbico (DHA), este possui atividade vitaminica considerada
semelhante ao AA, pois no organismo pode ser reduzido a acido L- ascorbico através
da acdo de enzimas (MANELA-AZULAY; LACERDA; PEREZ; FILGUEIRA et al.,
2003). Assim, o conteudo total de vitamina C é representado pelo acido L-ascorbico
na sua forma reduzida (AA) e oxidada (DHA) (CHEBROLU; JAYAPRAKASHA; YOO,
JIFON et al., 2012). O DHA pode participar da reagao reversivel representada na
Figura 1b, mas também pode ser hidrolisado em acido 2,3 diceto-L-guldlico (DGA),
sendo que, condi¢cbdes de pH neutro e temperatura a 37°C favorecem esta reacao de
hidrélise, resultando na abertura irreversivel do anel da lactona e perda de funcao
vitaminica (FIGUEROA-MENDEZ; RIVAS-ARANCIBIA, 2015).

Figura 1 - Isdmeros do acido ascérbico com atividade vitaminica (a) e reagao de
oxidagao do acido L-ascorbico (AA) a acido deidroascorbico (DHA), seguido da
hidrolise do AA (b).

a)

Acido L-ascorbico Acido D-isoascorbico
(Atividade vitaminica) (5% Atividade vitaminica)
(AA)
b)
O
OH @) HO
HO % g Hidrolise H
—_— ‘
. iy
"o, —— ‘. ey OH
“y ” i OH
OH {90 ’/H OH a OH
o 0
Acido L-ascorbico Acido deidroascorbico Acido 2,3 diceto-L-gulénico
(AA) (DHA)

Fonte: Adaptada de (ROSA; GODOY; NETO; CAMPOS et al., 2007).
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Njus et al. (2020) descrevem em seu trabalho a reagdo de oxidag&o do acido
ascorbico, segundo os autores, o deidroascorbato possivelmente existe como um
hemicetal biciclico e ndo como a estrutura de tricarbonil. A estrutura tricarbonial, seria
0 produto esperado quando dois atomos de hidrogénio sdo retirados do acido
ascorbico em uma oxidagao tipica, mas a vitamina C possui um comportamento
antioxidante atipico. Este radical seria energeticamente desfavorecido e, em
consequéncia disto, a oxidagdo do acido ascorbico ocorreria por mecanismos que

evitem a passagem por este radical desfavoravel energeticamente.

3.1.2 Atividade vitaminica e potencial terapéutico

A reversibilidade entre as estruturas quimicas AA e DHA (Figura 1b) é a
propriedade quimica mais importante da vitamina C, sendo este o fundamento da sua
atividade fisioldgica no organismo (ROSA; GODOY; NETO; CAMPOS et al., 2007).
Esta capacidade funciona como um sistema oxirredutor capaz de transportar o
oxigénio dentro das células, permitindo sua participacédo em processos celulares de
oxirredugdo, o que lhe confere um papel essencial como antioxidante (RANI;
SHARMA; SINGH; GREWAL, 2019). A sua acao antioxidante pode ser representada
por duas formas de atuagéo, a primeira como um agente redutor, coexistindo como
acido ascérbico totalmente reduzido ou anion ascorbato. Ja a sua segunda forma se
caracteriza pelo fato do monodeidroascorbato também ser uma estrutura capaz de
reagir com outros radicais livres, diminuido as reagdes em cadeia destes radicais
(NJUS; KELLEY; TU; SCHLEGEL, 2020).

A vitamina C atua como coenzima em reacg¢des de hidroxilacdo, sendo
fundamental para a formacgao das fibras colagenas existentes em praticamente todos
os tecidos do corpo humano. Dessa forma, € necessaria para a manutengao normal
do tecido conjuntivo, assim como para recompor tecidos danificados em fungao da
estimulacdo da sintese do colageno (MANELA-AZULAY; LACERDA; PEREZ;
FILGUEIRA et al., 2003). A deficiéncia de vitamina C resulta no escorbuto, uma
doencga caracterizada por gengivas doloridas e esponjosas, fragilidade dos vasos

sanguineos, edemas nas articulagdes e anemia. Os sintomas podem ser justificados
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pela alteragdo na via de hidroxilagdo do colageno, resultando em um tecido conjuntivo
defeituoso (LINSTER; SCHAFTINGEN, 2007).

Como apontado anteriormente, boa parte do papel desempenhado pela
vitamina C no organismo esta relacionada com sua agao antioxidante, demonstrando
importante atuagao no sistema imune e prevenc¢ao de doencgas cardiovasculares, bem
como, apresentando acgdes imunoestimulantes, anti-inflamatérias e efeito
antimutagénico (JESUS; ROCHA; CAMPOS; SANTANA et al., 2021).

A relevancia do uso de acido ascoérbico para melhora de resfriados comegou
a ser discutida por Pauling em 1970, estudos realizados mostraram que a ingestao de
1000 mg de vitamina C poderia reduzir em até 45% a incidéncias de resfriados (RANI;
SHARMA; SINGH; GREWAL, 2019). Outros estudos demostram que a ingestao de
doses altas de vitamina C evita o desenvolvimento de formas graves de resfriados
(FIORUCCI; FLORA; SOARES; CAVALHEIRO, 2002). A vitamina C possivelmente
desempenha um importante papel na melhora da imunidade inata e aumenta a
resposta imune celular, melhorando a integridade da barreira epitelial e contribuindo
para o sistema de defesa do corpo contra patégenos externos (ABOBAKER; ALZWI,
ALRAIED, 2020). Estudos recentes também consideram a administragéo de vitamina
C em pacientes acometidos pela COVID-19, com a intencdo de que ela possa atenuar

uma resposta excessiva do sistema imune (BAE; KIM, 2020).

3.1.3 Estabilidade, quantificagao e vias de adigao de vitamina C em alimentos

Com relacao a estabilidade, temos que a vitamina C € um dos componentes
mais afetados durante o prazo de validade de frutas, vegetais e outros alimentos,
sendo por isso utilizado como indicativo da qualidade de alimentos (CARNEIRO;
AGUIAR; SILVA; RICHTE et al., 2020). Na Figura 2 sao apresentados diversos fatores
que podem afetar a estabilidade da vitamina C nos alimentos, entre eles os processos
de refrigeragao, tipo de processamento térmico e armazenamento em embalagens
transparentes (BERTIN; SCHULZ; AMANTE, 2016).
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Figura 2 - Fatores que podem afetar a estabilidade da vitamina C presente em
alimentos.

Temperatura 4 Tratamento térmico >

T

— Temperatura de
armazenamento °

\
Presenca de luz ¢ —k /
Ho
_ O

d

Presenca de oxigénio Tempo de

Vitamina ¢ armazenamento <°

Umidade ¢ i T Embalagem ¢

Fonte: Elaborada pela autora (2023). 3 BERTIN; SCHULZ; AMANTE, 2016), °®(RAHMAN; AL-
RIZEIQI; GUIZANI; AL-RUZAIQI et al., 2015), (GLIGUEM; BIRLOUEZ-ARAGON, 2005) ¢
(YAN; DAVACHI; RAVANFAR; DADMOHAMMADI et al., 2021).

Aspectos como esterilizagdo, embalagem e armazenamento podem afetar a
estabilidade da vitamina C em produtos lacteos como, por exemplo, em leites
fortificados. Sendo esta vitamina um composto suscetivel a oxidacao, a qualidade da
embalagem e sua permeabilidade em relagcdo ao oxigénio € de grande relevancia para
manutengao das caracteristicas do produto (GLIGUEM; BIRLOUEZ-ARAGON, 2005).
A pressao de homogeneizagédo também pode interferir na estabilidade da vitamina C
no leite. Sendo que, uma melhor preservagao pdde ser observada para as pressoes
de homogeneizacdo acima de 100 MPa em comparagdo com amostras nao
pasteurizadas e homogeneizadas a 40 MPa. Os autores também relataram que houve
uma diminuigdo do conteudo da vitamina C imediatamente apds o processamento
térmico e durante o armazenamento dos produtos (SHARABI; OKUN; SHPIGELMAN,
2018). Na Tabela 2 estdo representados alguns estudos que relacionam a
estabilidade da vitamina C mediante diversos tipos de processamento.



Tabela 2 - Trabalhos que discutem a relagao entre processamento e estabilidade da vitamina C

Referéncia Matriz

Processamento

Efeito

(CANOVAS; GEA-BOTELL;
BORRAS; MARTI et al.,
2020)

Alimentos para bebés
a base de fruta

Armazenamento em diversas
temperaturas.

A retengao de AA foi maior em alimentos
armazenados sob refrigeragao

Leite fermentado
enriquecido com
vitamina C

(ZNAMIROWSKA;
SZAJINAR; PAWLOS, 2021)

Fermentacéao e estabilidade durante
0 armazenamento.

Durante o armazenamento a reducao do teor
de vitamina C foi de 5 a 8%

Mamao (Carica

(MUSTAPA; AHMAD, 2019)
papaya L)

Métodos de secagem: secagem ao
sol (SD), estufa (OD), liofilizagado
(FD) e ultracongelagao (DF).

Os processos de secagem tiveram impacto
na retencao de vitamina C, o mais favoravel
foi a FD, menos favoravel foi a SD

(RAHMAN; AL-RIZEIQ!;
GUIZANI; AL-RUZAIQI et
al., 2015)

Pimentao fresco e
liofilizado

Armazenamento em diferentes
temperaturas.

Diminuicéo gradual da vitamina C foi
observada nas diferentes temperaturas
testadas

(GLIGUEM; BIRLOUEZ-

ARAGON, 2005) Leites fortificados

Esterilizacao, embalagem e
estocagem.

A degradagédo da vitamina C foi influenciada
pelo tipo de embalagem

(YAN; DAVACHL,

A vitamina C encapsulada na goma

RAVANFAR; Gomas de vitamina Microencapsulagao de vitamina C apresentou melhor retengao de conteudo e
DADMOHAMMADI et al., ' dentro de gel de caseina. cor em diferentes temperaturas, umidade e
2021) condigbes de luz

(GARCIA; BORGES;
VANIN; CARVALHO, 2020)

Pds de acerola e
camu-camu

Secagem por spray dryer, avaliando
a estabilidade durante o
armazenamento.

A vitamina C se apresentou estavel nos pos
produzidos por secagem por pulverizagao

(SARMENTO; PINTO;
CRAVEIRO; DE FREITAS et
al., 2019)

logurte enriquecido
com camu-camu

Armazenamento por 28 dias sob
refrigeragao.

Relatado perda de aproximadamente 30% do
conteudo de AA durante o armazenamento

Isolado de proteina de
soro de leite (WPI) e
acido ascorbico

(ZHONG; TAN; LANGRISH,
2019)

Armazenamento e processamento.

Verificou-se que a temperatura de
armazenamento afeta significativamente as
reacdes de Maillard entre WPI e acido
ascérbico

Fonte: Elaborada pela autora (2023).



A estratégia analitica para determinagcdo do conteudo total de vitamina C,
ocorre através da reducado do DHA ao AA por meio de um agente redutor. Para isso,
a extracado do acido ascérbico de uma amostra é realizada em pH baixo, a fim de
garantir a sua estabilidade, sendo recomendado o uso do agente redutor tris (2-
carboxietil) fosfina (TCEP). A analise da forma reduzida de vitamina C é
frequentemente realizada utilizando-se da técnica de cromatografia liquida de alta
eficiéncia com deteccao espectrofotométrica (MAZUREK; WLODARCZYK-STASIAK,
2021). Para analise do acido ascorbico na forma de insumo farmacéutico, o método
oficial indicado pela Farmacopeia Brasileira € a titulagdo utilizando-se solugao
volumétrica de iodo (ANVISA, 2019).

A vitamina C pode ser adicionada a matriz alimentar também em sua forma
de sais de ascorbato, em geral, ascorbato de sédio ou calcio, ou na forma lipofilica na
forma de palmitato de ascorbil (HIATT; FERRUZZI; TAYLOR; MAUER, 2011). De
acordo com Ismail & Mauer (2019), a principal via de degradagao do acido ascoérbico
€ a via oxidativa, na qual o ion ascorbato €& oxidado no radical ascorbil e,
posteriormente, oxidado a acido deidroascérbico. Em termos de estrutura quimica, o
ascorbato de sodio se encontra na primeira etapa da via de degradacgéo oxidativa do
acido ascérbico, sendo que a energia calculada para remover o elétron do ascorbato
de sodio e do acido ascorbico seria de 30 kcal/mol e 188 kcal/mol, respectivamente.
Portanto, ha menor obstaculo energético para degradagao do ascorbato de sddio em
comparagao com o acido ascoérbico. Com relagao a solubilidade, o ascorbato de sédio
€ mais soluvel que o acido ascérbico, 3,13 e 1,89 mol/kg a 25 °C, respectivamente.
Assim, na presenga de uma mesma quantidade de agua a hidrolise pode prosseguir
de maneira mais rapida para o ascorbato, devido a maior solubilidade do sal (ISMAIL;
MAUER, 2019).

Na tentativa de melhorar a estabilidade do &cido ascérbico, a técnica de
microencapsulagdo pode ser uma alternativa viavel em matrizes alimentares (LEE;
AHN; LEE; KWAK, 2004). Sistemas encapsulados funcionam como reservatorios que
contém a substancia ativa revestida, constituidos por uma camada de um agente
encapsulante que tem fungéo protetora, isolando a substancia ativa e evitando o efeito
de sua exposigao inadequada (GARCIA; BORGES; VANIN; CARVALHO, 2020). Esta
técnica pode ser empregada em insumos alimenticios com o objetivo de reduzir a
reatividade e aumentar a estabilidade (SOUZA; SIQUEIRA; AMORIM; MORAIS et al.,

2015). Segundo Carneiro et al. (2020) resultados positivos foram obtidos através da
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aplicagao desta técnica em compostos obtidos a partir de extratos de subprodutos
industriais de acerola.

Souza et al. (2015) utilizaram a técnica spray drying para desenvolver
microparticulas de galactomanana com alta eficiéncia de encapsulacéo da vitamina
C, para investigar a sua capacidade antioxidante. Garcia et al. (2020) também
utilizaram a técnica do spray drying para produzir poés de acerola e camu-camu, os

quais apresentaram bons resultados de estabilidade e atividade antioxidante.

3.1.4 Alimentos ricos em vitamina C

A vitamina C pode ser adicionada na forma sintética ou derivada de alimentos.
Estudos comparativos de biodisponibilidade em estado estacionario em humanos
mostraram nao haver diferengas significativas entre vitamina C sintética ou natural.
Porém, apesar da semelhante biodisponibilidade demostrada nestes estudos, a
ingestao de vitamina C como parte de um alimento completo é preferivel, pois leva ao
consumo de outros nutrientes (CARR; VISSERS, 2013).

Uma das fontes de vitamina C derivadas de alimentos € a acerola, um fruto
tropical que possui grande potencial nutricional, principalmente em fungao do seu alto
conteudo de vitamina C e outros compostos bioativos. Devido a estas caracteristicas
os frutos de acerola sao interessantes candidatos para desenvolvimento de novos
alimentos funcionais e suplementos dietéticos (TARUN BELWAL; DEVKOTA;
HASSAN; AHLUWALIA et al., 2018; XU; SHEN; ZHENG; XU et al., 2020). Porém, o
conteudo de vitamina C é dependente do estagio de maturagao do fruto, uma vez que
frutos ainda verdes e imaturos podem apresentar maior teor de acido ascoérbico.

Durante o amadurecimento do fruto a agcdo de enzimas como ascorbato
oxidase e peroxidases, podem levar a diminuicdo do conteudo desta vitamina (DA
FRANCA; ALVES FILHO; RIBEIRO; EVANGELISTA et al., 2020). A exemplo disso,
temos que o conteudo de vitamina C em frutas de acerola maduras (12,25 + 1,61
mg/g) teve um declinio significativo em relagao as frutas imaturas (23,86 + 2,35 mg/g)
(XU; SHEN; ZHENG; XU et al., 2020). O periodo de armazenamento também pode
interferir no conteudo total de vitamina C. O teor desta vitamina foi avaliada em bebida
contendo suco de acerola e agua de coco, o resultado mostrou que apos 180 dias de
armazenamento, em temperatura ambiente, o conteudo de vitamina C representava
47,5% do seu valor inicial (DA S. LIMA; MAIA; DE SOUSA; DO PRADO et al., 2009).
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O conteudo de vitamina C em leites fermentados por Lactobacillus
rhamnosusde foi avaliado comparando diferentes fontes de adigdo ao fermentado,
sendo elas a vitamina C em po, acerola em po e po orgénico de roseira brava (Rosa
canina L.). Entre eles, a menor redugado de conteudo de vitamina C apos 21 dias de
armazenamento, ocorreu para o fermentado que utilizou a roseira brava. Esta menor
reducdo do conteudo de vitamina C pode estar relacionada a presenca de compostos
fendlicos, como taninos, acidos fendlicos e antocianinas presentes nesta planta
(ZNAMIROWSKA; SZAIJNAR; PAWLOS, 2021).

3.1.5 Reagdes de escurecimento associadas a presencga de vitamina C

O processo de degradacdo de vitaminas depende das condicbes de
processamento, tais como temperatura, presenga de oxigénio, luz, pH, umidade e
duracao do tratamento térmico (SUCUPIRA; XEREZA; SOUSA, 2012). A vitamina C
€ altamente instavel, sendo suscetivel a processos de degradagao que levam a perda
do valor nutricional e alteracédo de cor. Estruturalmente, a vitamina C, pode agir como
um carboidrato redutor e, em presencga de aminoacidos, proteinas e peptideos, pode
participar de reag¢des de escurecimento ndo enzimatico (SMUDA; GLOMB, 2013).

A degradacdo da vitamina C pode resultar em varios compostos de
degradacdo. Na presenca de aminoacidos podem combinar-se, resultando na
formacgao de pigmentos marrons. O hidroximetilfurfural (HMF) pode estar entre um dos
produtos da decomposi¢céo do acido ascérbico, sendo sugerido como um precursor
de pigmentos marrons. Em sucos, a oxidagao pode ocorrer principalmente durante o
processamento e a degradacao anaerdbica durante o armazenamento (DA S. LIMA,;
MAIA; DE SOUSA; DO PRADO et al.,, 2009). Em condi¢gdes aerdbicas, o acido
ascorbico é transformado em &acido dehidroascorbico, que passa a acido 2,3
dicetoguldnico e, finalmente, HMF. Esta contribuicdo na reacdo de Maillard (RM)
também pode ser considerada uma causa adicional para a diminuicdo do conteudo de
acido ascérbico nos alimentos (SUCUPIRA; XEREZA; SOUSA, 2012).

A degradacao da vitamina C em suco de laranja foi avaliada durante 40 dias de
armazenamento, sendo quantificados também os teores de HMF, 5-metilfurfural e 2-
metilfurfural. Os resultados demonstraram que simultaneamente a diminui¢cdo do
conteudo de acido ascérbico, houve o aumento das concentragcbes de HMF, 5-

metilfurfural e 2-metilfurfural. Assim, o acumulo de HMF poderia ser utilizado como
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indicador da degradacdo do acido ascoérbico no suco de laranja (RANDHAWA,;
JAVED; AHMAD; AMJAD et al., 2020).

A presencga de vitamina C em produtos alimenticios, em especial produtos
lacteos, os torna propensos a reagao de Maillard, afetando a qualidade final do
produto. Em leites fortificados com acido ascoérbico, a presenga de grupos amino e
carbonila podem tornar o produto suscetivel a reducdo da lisina disponivel e a
formacao de produtos da reacdo de Maillard (TROISE; VITIELLO; TSANG; FIORE,
2016). Alteracdes de cor via Maillard foram avaliadas em isolado de proteina do soro
de leite (WPI) e acido ascérbico, considerando que o limite inferior para percepgéo da
reacdo de Maillard seria de 1:100 (acido ascérbico: WPI). Conforme o estudo, a
temperatura de armazenamento pode afetar de forma significativa as reagao entre
WPI e acido ascérbico, sendo que a taxa de reacdo de Maillard seria alta para pds
secos por pulverizagdo, mesmo em temperatura de 20 °C (ZHONG; TAN; LANGRISH,
2019). O processamento térmico das proteinas do soro do leite, presentes em
formulacao infantil também pode contribuir para diminuicdo da qualidade nutricional
deste produto. O aumento deste tipo de tratamento para o concentrado de proteina
de soro de leite (WPC) possivelmente leva a um aumento dos produtos da reacgao de
Maillard (LUND; BECHSHOFT; RAY; LUND, 2022).

Os estudos citados anteriormente apontam que a degradagao da vitamina C
pode resultar em compostos que, em diferentes matrizes, podem atuar como
precursores para formagao de pigmentos marrons. Em alguns trabalhos o acumulo do
hidroximetilfurfural (HMF) foi relatado como um indicador da perda de conteudo de

vitamina C.

3.1.6 Reagdes de escurecimento via Maillard

A reacao de Maillard foi descoberta em 1912 por Louis Camille Maillard,
enquanto trabalhava com aminoacidos e acgucares. Foi observado que apods o
aquecimento formava-se um produto castanho, sendo caracterizados como
melanoidinas, a partir de entdo esta reacdo tem sido amplamente estudada
(STEPHANI; MESA; PERRONE; FREDERICK et al., 2022). A RM é caracterizada por
uma cascata de reag¢des quimicas entre proteinas, aminoacidos e agentes redutores

que levam a formacéao de produtos marrons. Agucares redutores como a galactose,
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frutose, glicose, lactose e maltose, coexistem com proteinas nos alimentos e por isto
s&o estudados nestas reacdes (ZHONG; TAN; LANGRISH, 2019).

Esta reacao pode ser induzida pelo tratamento térmico, produzindo cor, sabor
e subprodutos indesejaveis. Em funcédo disto, é considerada uma das reagdes
quimicas mais importantes no processamento e armazenamento de produtos lacteos.
A reacéo ¢ iniciada pela condensagdo de um acgucar redutor com um grupo amino
(aminoacido ou proteina) levando a formacdo de uma base de Schiff. Em seguida
ocorrem rearranjos que levam a formagao de outras estruturas, como as melanoidinas
(LUND; BECHSHOFT; RAY; LUND, 2022).

A RM pode ser dividida em trés estagios: inicial, intermediario e avangado,
sendo respectivamente marcadas pela formacao de furosina, furfurais e produtos
finais de glicacao avancada (AGEs). Os furfurais presentes no estagio intermediario
podem ser monitorados para avaliar as alteracdes causadas pelo tratamento térmico
no leite (LI; SHEN; LU; YANG et al., 2022). O estagio intermediario da reacao de
Maillard pode ser marcado por uma diminuigao do pH, que pode influenciar mudangas
estruturais (LUND; BECHSHOFT; RAY; LUND, 2022). Em pH menor que 7, os
furfurais sdo os principais produtos formados, seguindo a rota 1,2 enolizagao,
demostrada na Figura 3. Sdo gerados a partir da degradagdo do composto Amadori
(lactolosil-lisina) formado no estagio inicial de RM (LI; SHEN; LU; YANG et al., 2022).
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Figura 3 - Rota de formacgao dos furfurais a partir da degradagao de compostos
Amadori, sendo HMF (5-hidroximetilfurfural); F (2-furaldeido), FMC (2-furil-

metilcetona ); MF (5-metil-2-furaldeido).

H *NH—R
N F H-C-NH-R HC——o
H—C——OH C——OH (e3=—=(0)]
pH <7 | +R-NH, |
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Composto Amadori 1,2-enolizacao 3-desoxisona

Aesidratagéo
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O
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Estagio intermediario da reacdo de Maillard pH<7

Fonte: Adaptada de LI; SHEN; LU; YANG et al. (2022)

Na Tabela 3 estdo descritos para diversas matrizes lacteas, os teores dos
principais marcadores do estagio intermediario da RM, sendo estes: HMF (5-
hidroximetilfurfural); F (2-furaldeido), FMC (2-furil-metilcetona); MF (5-metil-2-
furaldeido). A quantificagcdo destes compostos em alimentos € de suma importancia,
visto que, a comunidade europeia e o Codex Alimentarius descrevem como valor
diario aceitavel (Acceptable Daily Intake -ADI) 0,5 mg/kg para furfurais. O F e HMF

tém sido relatados em alimentos tratados termicamente, como resultado da
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degradagao de agucares via reacdo de Maillard. Em fungado disto, estes aldeidos
aromaticos podem ser utilizados como potenciais indicadores para avaliar as
consequéncias do tratamento térmico ou do tempo armazenamento em varios
alimentos (KAMALABADI; GHAEMI; MOHAMMADI; ALIZADEH, 2015).

Tabela 3 - Conteudo de furfurais: HMF (5-hidroximetilfurfural); F (2-furaldeido), FMC

(2-furil-metilcetona); MF (5-metil-2-furaldeido) reportados em produtos lacteos.

HMF F FMC MF
Amostras (mg/kg) (mg/kg) (mga/kg) (mg/kg)

Leite cru @ 0,11 nqg ng 0,09

Leite UHT @ 0,63 0,03 nq 0,05

Leite esterilizado (121 °C/15 min)? 1,52 0,15 0,03 0,02

Leite esterilizado (121 °C/30 min)? 4,78 0,4 0,07 0,03
logurte reconstituido ° 1,101-1,483 0,046-0,052 0,006-0,011 0,032-0,039
Leite reconstituido ® ng-0,227 0,01-0,306 nqg-0,009 0,002-0,311
Foérmula infantil ® 0,006 -0,366 0,014 - 0,028 0,002 - 0,004 0,006 - 0,009
Leite fermentado sabor natural? 0,032-0,167 0,016-0,058 nq-0,022 0,006-0,014

Leite em pé integral @ 0,305 0,013 0,004 0,004

Fonte: Adaptada de 2 (LI; SHEN; LU; YANG et al., 2022) e *(CUI; SHI; TANG; XIE et al., 2020)
nqg: Nao quantificavel.

Algumas estratégias tém sido discutidas para evitar a RM, como a utilizagdo da
epicatequina, um polifenol presente em vegetais como o cha verde, uvas e cacau. A
epicatequina atuaria como um agente capaz de capturar grupos a-dicarbolinas como
o glioxal e metilglioxal, compostos que aceleram a reagao. O trans-resveratrol e acido
cafeico também poderiam ser utilizados para aprisionamento das a-dicarbonilas
(LUND; RAY, 2017). Compostos fendlicos como as catequinas podem ser
encontrados em grandes quantidades nos chas de Camellia sinensis, conhecido como
cha verde (PEREIRA; KNOR; VELLOSA; BELTRAME, 2014). O resveratrol € um
polifenol natural encontrado em uvas que participa de mecanismos antioxidantes (GU;
WANG; WU; GE et al.,, 2021). Para controlar as reagbes de Maillard, além de
considerar a capacidade de captura do grupo a-dicarbonil pelos compostos polifendis,
€ necessario considerar possiveis efeitos indesejados causados pelo polifenol
escolhido, sendo que estes efeitos irdo limitar a quantidade de polifenol a ser
adicionada (LUND; RAY, 2017).
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3.2 MATERIAL E METODOS

Nas segbes seguintes serdo apresentados o esquema de produgédo dos
iogurtes adicionados de vitamina C, seguido das técnicas utilizadas para avaliar a

estabilidade deste bioativo e possiveis reagbes de escurecimento.

3.2.1 Formulagao e producgédo dos iogurtes adicionados de vitamina C

Quatro formulagdes de iogurtes foram preparadas a partir da reconstituicéo de
leite em p6 desnatado de baixo tratamento térmico da marca Land O’Lakes® e adi¢ao
de vitamina C marca Synth®, sendo elas: T1 e T3 = 99,988% m/m leite e 0,012%
vitamina C, T2 e T4= 100% m/m leite. As misturas foram feitas em cubas de inox com
capacidade de 900 g, conforme descrito na Tabela 4. Estas foram submetidas a
diferentes tratamentos térmicos, T1 e T2 foram tratadas a 90 °C por 5 minutos,
condicbes convencionais na etapa de pasteurizacdo do leite para producdo de
iogurtes e T3 e T4 receberam o tratamento térmico modificado, 90 °C por 2h e 43min.
Esta alteracao foi realizada com a intengao de iniciar RM, porém sem provocar intensa
variagao na cor final do produto. Estas temperaturas foram determinadas através da
analise do grafico (temperatura x tempo) para leite que apresenta as variagdes de cor,
descrito por Kessler (2002). A temperatura de 90 °C por 2h e 43min se encontra em
uma regiao limitrofe com relacéo a alteragcao de cor no leite conforme o tratamento
térmico aplicado, a temperatura 90 °C por 5 minutos se encontra em uma regiao na

qual n&o foi observado alteragao de cor no leite (KESSLER, 2002).

Tabela 4 - Formulagdes dos iogurtes e tratamento térmico aplicado. Sendo T1e T3

adicionados de vitamina C e T2 e T4 os respectivos controles.

Formulagées Leite* Vitamina C  Tratamento térmico
(9) (9)
T1 899,89 0,109 o :
T2 900,00 0 90 °C por 5 minutos
T3 899,89 0,109 o .
T4 900,00 0 90 °C por 2h € 43min

Fonte: Elaborada pela autora (2023).
*Leite em po desnatado de baixo tratamento térmico reconstituido
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Os iogurtes foram produzidos através da adigdo de cultura iniciadora contendo
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus (YoFlex® Mild 1.0) na concentragdo de 0,2 U. Apos tratamento térmico
amostras foram resfriadas e fermentadas a 42 £ 1 °C, sendo a fermentacao dos leites
interrompida em pH 4,6. Em seguida as amostras foram resfriadas até 20 + 1 °C em
refrigerador 7 £ 1 °C, apo6s atingir a temperatura de 20 + 1 °C a quebra do gel foi
realizada manualmente através de movimentos circulares por 20 segundos, com o
auxilio de uma espatula de material plastico. Os iogurtes foram armazenados por 21
dias em temperatura de 7 £ 2 °C em recipientes plasticos em volumes aproximados
de 100 g por embalagem. As amostras foram analisadas antes do tratamento térmico
(AT), depois do tratamento térmico (DT) apés 1, 7, 14, 21 dias de produgéo, a fim de
avaliar as caracteristicas de pH, acidez titulavel, teor de vitamina C, HMF (5-
hidroximetilfurfural), F (2-furaldeido), FMC (2-furil-metilcetona) e MF (5-metil-2-
furaldeido). O experimento consistiu em quatro lotes de produgdes das formulagdes

para iogurtes e o esquema da produgao esta representado no Esquema 1.

Esquema 1 - Representagao da produgao de iogurte.

Leite em p6 desnatado reconstituido

Formulagodes Formulagoes
T1=99,988% leite; 0,012% vitamina C T3 =99,988% leite; 0,012% vitamina C
T2=100% leite T4=100% leite
Tratamento Térmico Tratamento Térmico
90 °C por 5 minutos 90 °C por 2h e 43 minutos

Resfriamento
42° +1°C

Adig&o da cultura iniciadora
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus

Fermentagao até pH 4,6
42+1°C

Resfriamento / Quebra do gel
20x1°C

Estocagema7+2°C

Fonte: Elaborada pela autora (2023).
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3.2.2 Desenvolvimento e validacdo de metodologia analitica para determinagdo do

conteudo de vitamina C em iogurtes por cromatografia liquida de alta eficiéncia

O desenvolvimento do método e preparo das amostras foi realizado conforme
adaptac¢des da metodologia analitica da AOAC Official Method 2012.22. Para validar
o método foram avaliados os parametros de seletividade, linearidade, precisdo
(repetibilidade e precisdo intermediaria), exatidao, limite de detecgao, limite de
quantificacado e recuperacgao, seguindo os critérios da RDC n° 166, de 24 de julho de
2017. A seguir serdo descritos os métodos utilizados para avaliagdo de todas as
figuras de mérito, conforme a legislagao vigente para validagdo do método analitico.
Todos os dados analiticos foram gerados pelo software Waters Empower™ e tratados

estatisticamente no software Microsoft Excel®.

3.2.2.1 Condigbes cromatograficas para determinagéo do teor de vitamina C

Foi empregando a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase
reversa com coluna Synergi ™ 4 ym Fusion-RP 80 A, 250 x 4,6 mm e equipamento
da marca Waters, modelo 1525, detector UV-Vis (PDA — Photodiode Array Detector).
O tempo requerido para cada analise foi de 8 minutos, volume de injegcdo de 20 uL e

comprimento de onda de 265 nm.

3.2.2.2 Reagentes

Foram utilizados reagentes com alto grau de pureza, sendo o padrao de acido
L-ascérbico grau analitico, Tris (2-carboxyethyl) phosphine hydrochloride (TCEP),
acido tricloroacético (TCA), decilamina, acetato de sddio trihidratado, acido fosférico
e acetonitrila especifica para cromatografia liquida de alta eficiéncia, todos da marca
Sigma-aldrich®. A agua utilizada foi produzida pelo sistema Milli-Q do Laboratério
CENTRALBIO na Faculdade de Farmacia-Universidade Federal de Juiz de Fora.

3.2.2.3 Preparo das amostras, padrdes e solugdes

O preparo das amostras foi realizado a partir de adaptagées do método
indicado na AOAC Official Method 2012.22. Em um tubo de ensaio foi adicionado 1 g
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de iogurte, seguido da adicdo de 1 mL de TCEP 250 pg/mL, 0,5 mL de TCA 15% (m/v)
e 0,5 mL de agua Mili-Q. A solugao foi centrifugada a 1500 rpm por 10 minutos, em
seguida uma aliquota 0,2 mL do sobrenadante foi transferida para um eppendorf,
neste foi adicionado 0,2 mL de solugdo tampéao acetato de sodio pH 5,4 e 1,6 mL de
fase movel. A solugéo foi centrifugada a 2680g por 10 minutos, o sobrenadante foi
coletado e filtrado em filtro de seringa 0,45 pym para posterior injecdo no cromatégrafo
UV/PDA. Entre as solugdes utilizadas neste preparo, o TCA tem a fungdo de
clarificagdo da amostra, precipitando proteinas e gorduras e o TCEP é o agente
redutor. A funcéo deste é favorecer a reacao reversivel em favor da reducéo do acido
deidroascérbico ao acido L-ascérbico, mostrada anteriormente, sendo possivel
determinar o conteudo total de vitamina C.

As solugdes padrdes, solugdes diluentes e fase movel foram preparadas
exatamente como descrito AOAC Official Method 2012.22.

3.2.2.3 Seletividade

A seletividade foi comprovada através da equivaléncia do tempo de retencéo
para o acido ascorbico como padrao externo e também presente nas amostras, bem

como pelo aumento da area do pico em amostras fortificadas.

3.2.2.4 Linearidade

A linearidade foi verificada pela construgdo de trés curvas analiticas na faixa
de 0,25 - 10 yg/mL, através de solugdes padrao de acido ascorbico nas concentragdes
0,25;0,5;1,0; 3,0; 7,5e 10,0 pg/mL. A relacao linear foi avaliada através do coeficiente
de correlagao (r) e a avaliagdo do ajuste feita pela aplicagdo do Teste F, pelo teste de
Grubbs foi feita a verificacdo da auséncia de valores discrepantes. A avaliagdo do
coeficiente de correlagao é importante, porém nao conclusivo. A linearidade deve ser
avaliada também por meio do teste F, na andlise de varidancia de regresséao
(INMETRO, 2016).

3.2.2.5 Sensibilidade: limite de quantificacao (LQ) e limite de detec¢do (LD)
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O Limite de deteccédo (LD) representa a menor quantidade do analito presente
em uma amostra que pode ser detectado, porém, ndo necessariamente quantificado,
sob as condi¢des experimentais estabelecidas. O Limite de Quantificacdo (LQ) é a
menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser determinada com
precisdo e exatiddo aceitaveis. A determinacdo destes parametros foi baseada em

parametros da curva analitica, conforme equacgoes 1 e 2.

LD_3,3xa . fo (1
= quacgao (1)
L _10x0 . .
Q = o quagdo (2)
Sendo:

O: desvio padrao

IC: Inclinacéo da curva
3.2.2.6 Precisao e Exatidao

Estes parametros foram expressos por meio da repetibilidade e da precisao
intermediaria a fim de avaliar amostras sob as mesmas condi¢des de operagao,
mesmo analista e mesma instrumentacdo em uma unica corrida analitica. Foram
realizadas nove determinacdes, contemplando o intervalo linear do método analitico,
sendo elas, trés concentragdes: baixa, média e alta, com trés réplicas em cada nivel.
Para a medida da repetibilidade foram considerados resultados obtidos em uma
rodada de experimento e para precisao intermediaria resultados obtidos em rodadas
diferentes. A precisdo pode ser expressa numericamente através da estimativa do
desvio padrao relativo (DPR), também conhecido como coeficiente de variagao (CV)
(RIBANI; BOTTOLI; COLLINS; JARDIM et al., 2004). As equagdes utilizadas para o

calculo do DPR estao descritas a seguir.

§=— Z(f:fm)z Equacdo (3)

s
DPR(%) ou CV (%) = pomie 100 Equacao (4)
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Sendo:
xm: média das determinacgdes
xi: valor individual de uma medigao

n: numero de medicdes.

3.2.2.7 Taxa de recuperacao da vitamina C em iogurtes

A recuperacdo foi expressa pela relacdo percentual da concentracéo
experimental do analito (CA) e a concentracao tedrica do analito adicionado (CTA),
conforme equacao 5 (ANVISA, 2017). A matriz avaliada, iogurte, foi fortificada com
solugéo padrao de vitamina C, a fim de avaliar o quanto do analito pode estar sendo

retido pela matriz ou perdido durante o preparo de amostra.

. CA (amostra adicionada) — CA (amostra) .
Recuperacao (%) = CTA x100 Equacao (5)

3.2.3 Modelo matematico para cinética de degradagao da vitamina C em iogurtes

A cinética de degradacao de componentes nutricionais que afetam a qualidade
final do produto, pode ser de ordem zero, primeira ou segunda ordem, a ordem da
reagao é dada comparando valores de n= 0, 1 ou 2, conforme a equagédo 6 (BADIN;
QUEVEDO-LEON; IBARZ; RIBOTTA et al., 2021; GABAS; TELIS-ROMERO;
MENEGALLI, 2003; GAMBOA-SANTOS; MEGIAS-PEREZ; SORIA; OLANO et al.,
2014; ZHANG; LUO; WANG; GU et al., 2021).

dc .
i —KC" Equacédo (6)

Para aplicacdo da equacao no iogurte, temos que C é a concentragao do acido
ascorbico no tempo t e K é a constante de velocidade da reacéo. As formas integradas
de ordem zero e primeira sdo mostradas nas equacgdes 7 e 8. Nas quais Co representa

a concentracgao inicial de acido ascérbico.

Ordem zero: C = Co — Kt Equacio (7)
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Primeira ordem: C = Co e Xt Equacio (8)

Para determinar o valor da constante de velocidade K, o conteudo de vitamina
C foi determinado apés 1;5;7;10;14;18 e 21 dias de produgdo para cada tratamento
térmico aplicado. Os valores experimentais foram plotados graficamente de modo a
simular a cinética de ordem zero e primeira ordem. O modelo que melhor se ajustou
aos dados foi determinado através da avaliagcdo dos coeficientes de regressao e
correlagao.

Para ordem zero foi tragado o grafico C — Co em fungdo do tempo, e para
reacao de primeira ordem o valor de K foi obtido tragando um grafico ln% pelo tempo,

sendo o valor de K equivalente ao coeficiente angular da curva. A partir da obtencéo
do valor de K foi possivel substituir o seu valor na equacéao 8 ou 9, conforme o modelo
ajustado, e assim obter uma equacgao que permitiu estimar o conteudo de vitamina C

em variados tempos.

3.2.4 Determinacdo dos marcadores da reacdo de Maillard, HMF (5-
hidroximetilfurfural); F (2-furaldeido), FMC (2-furil-metilcetona); MF (5-metil-2-

furaldeido) por cromatografia liquida de alta eficiéncia

A presenca dos marcadores da reagao de Maillard foi avaliada nas etapas
prévias e apds o tratamento térmico e também durante os dias 1,7,14 e 21 de
producao dos iogurtes. O método utilizado para identificar e quantificar estes analitos
foi adaptado do trabalho desenvolvido por Pinto (2023) que investigou a presenga de
HMF, F, FMC e MF também em amostras lacteas. Para aplicagdo do método, foi
determinado a taxa de recuperagao dos marcadores da RM na matriz de interesse, o
iogurte. Para todas as analises realizadas foram construidas curvas analiticas, sendo
utilizado como critério de aceitagdo o coeficiente de determinagdo (R?>0,99). Todos
os dados analiticos foram gerados pelo software Waters Empower™ e tratados

estatisticamente no software Microsoft Excel®.

3.2.4.1 Condig¢des cromatograficas para determinacado de conteudo dos marcadores
HMF, F, FMC e MF
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Foi empregado a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase
reversa com coluna Waters Spherisorb (150 mm x4,6 mm; tamanho de particula de 3
Mm) e equipamento da marca Waters, modelo 1525, detector UV-Vis (PDA —
Photodiode Array Detector). O tempo requerido para cada analise foi de 10 minutos,
volume de injeg&o de 20 pL, temperatura de 30 °C e comprimento de onda de 284 nm.

A analise foi feita em modo de eluigdo gradiente conforme Tabela 5.

Tabela 5 - Modo de eluigdo gradiente aplicado para determinagdo dos marcadores
HMF, F, FMC e MF

Tempo Fluxo Agua Acetonitrila
(min) (mL.min") (%) (%)
0 1,0 95,5 4,5
5 1,0 80,0 20,0
9 1,0 95,5 4,5
10 1,0 95,5 4,5

Fonte: (PINTO, 2023)

3.2.4.1 Reagentes

Foram utilizados reagentes com alto grau de pureza, sendo os padrbées, HMF
(5-hidroximetilfurfural); F (2-furaldeido), FMC (2-furil-metilcetona) e MF (5-metil-2-
furaldeido) de grau analitico, acetonitrila especifica para cromatografia liquida de alta
eficiéncia, todos da marca Sigma-aldrich®. A agua utilizada foi produzida pelo sistema
Milli-Q do Laboratério CENTRALBIO na Faculdade de Farmacia-Universidade Federal

de Juiz de Fora.

3.2.4.1 Preparo das amostras, padrdes e solugdes

Em um eppendorf foi adicionado 1 g de amostra e 0,2 mL de agua Milli-Q, a
solucgao foi misturada em vortex por 20 segundos. Em seguida, foi adicionado 0,3 mL
TCA 55% (m/v) e novamente misturado em vortex por 20 segundos, posteriormente a
solugao foi centrifugada a 2680g por 10 minutos. Apds isto, 0,5 mL do sobrenadante
foi coletado, transferido para eppendorf seguindo da adicdo de 0,1 mL de agua Milli-
Qe 0,3 mL TCA 55% (m/v). As solugbes foram novamente agitadas em vortex por 20
segundos, centrifugadas a 2680g por 10 minutos, o sobrenadante foi coletado e

filtrado em filtro de seringa 0,22 um, para posterior injecdo no HPLC-UV/PDA. As
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solucdes padrdes, solucdes diluentes e fase movel foram preparadas exatamente

como descrito por Pinto (2023).
3.2.4.3 Avaliagao taxa de recuperagao dos marcadores HMF, F, FMC e MF em iogurte

A recuperacdo foi expressa pela relacdo percentual da concentracéo
experimental do analito (CA) e a concentragao tedrica do analito adicionado (CTA),
conforme equacéao 5. A matriz avaliada, iogurte, foi fortificada com solu¢des padrdes
de HMF, F, FMC e MF e submetidas ao preparo de amostras indicado no item anterior
3.2.4.1. O iogurte foi fortificado de modo a obter como concentragéo final 1,8 ug/mL
de HMF e 0,72 pg/mL dos marcadores F, FMC e MF.

3.2.5 Parametros de cor - CIE-LAB

Os dados de cor foram obtidos com o colorimetro portatil da marca Konica
Minolta, modelo CR-400, operado segundo o sistema da CIE (Commission
International de I'Eclairage). O instrumento foi calibrado com uma placa branca padréao
e foram medidos os parametros L* a* e b. O valor de L* representa a luminosidade
que varia de 0 (preto) a 100(branco), a* e b* sdo as coordenadas cromaticas (-a
=verde, +a = vermelho, -b = azul e +b = amarelo) (BADIN; QUEVEDO-LEON; IBARZ;
RIBOTTA et al., 2021). Cada determinacao de cor foi feita em triplicata, browning index
(BI) e cromaticidade (croma) foram calculados conforme as equacgodes 9, 10 e 11 (YU,
ZHONG,; GUO; XIE et al., 2020) (BADIN; QUEVEDO-LEON; IBARZ; RIBOTTA et al.,
2021) (PATHARE; OPARA; AL-SAID, 2012).

(a* +1,750L)

X =
(5,645L + a = —3,012b *)

Equacdo (9)

|100(X — 0,31)] .
BI = 017 Equacéo (10)

1
Croma = (a® + bz)f Equagdo (11)
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3.2.6 Determinagao de pH e acidez titulavel em iogurtes

O pH e acidez titulavel foi medido antes e apds o tratamento térmico e também
nos dias 1, 7, 14, 21 apo6s a produgédo do iogurte, as determinagdes foram feitas em
triplicata. O pH foi medido com determinador de pH (PG 1400, GEHAKA®) e acidez

titulavel pelo método potenciométrico conforme ISO/TS 11869:2012.

3.2.7 Analise estatistica

Foram produzidos quatro lotes de cada iogurte, as analises estatisticas foram
realizadas em um nivel de significancia de 0,05 através do teste Tukey aplicado com
auxilio do Software R® versdo 4.1.2 (The R Foudation for Statistical Computing). Os
testes de correlagao foram aplicados para avaliar a relacéo entre os resultados obtidos
de pH, acidez titulavel, colorimetria, conteudo de vitamina C e marcadores de Maillard.
Os parametros avaliados nos ensaios de validagcdo obtidos pelo software

Waters Empower™ e tratados estatisticamente pelo Software Microsoft Excel®.

3.4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Nas se¢des seguintes serdo discutidos os resultados referentes a

quantificacao, estabilidade e reacdes de escurecimento da vitamina C em iogurtes.

3.4.1 Desenvolvimento e validagdo metodologia para quantificagao de vitamina C em

iogurtes

A seguir os parametros de seletividade, linearidade, precisao (repetibilidade e
precisdo intermediaria), exatidao, limite de deteccao, limite de quantificacdo e

recuperacao, avaliados conforme os critérios da RDC n° 166, de 24 de julho de 2017.
3.4.1.1 Seletividade e linearidade

A seletividade foi comprovada através da equivaléncia do tempo de retencao
para o acido ascorbico como padrao externo e também presente nas amostras, bem
como pelo aumento da area do pico em amostras fortificadas. A seletividade também

foi avaliada para as solucdes utilizadas no preparo de amostra e fase mével, sendo
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comprovada pela auséncia de resposta analitica no tempo de retencdo do acido

ascorbico, conforme apresentado na Figura 4.

Figura 4 - Cromatograma do branco mostrando a auséncia de interferentes (A) e

cromatograma da solugdo padréo de vitamina C (B).

Fonte: Elaborada pela autora (2023)

A linearidade foi verificada na faixa de 0,25 - 10 ug/mL de solu¢des padrao de
acido ascorbico, foram avaliados os coeficientes de regressao angular (a) e linear (b)
e também o coeficiente de correlagéo (r). Os valores estdo apresentados na Tabela
6, e foram calculados com auxilio do Software Microsoft Excel®. Quanto mais préximo
de 1,0 o coeficiente de correlagao estiver, menor a incerteza. Segundo o INMETRO,
o valor de (r) deve ser maior que 0,9 e segundo a ANVISA, maior que 0,99. (RIBANI;
BOTTOLI; COLLINS; JARDIM et al., 2004).

Tabela 6 - Coeficientes de regressao linear da curva analitica para vitamina C.

a b r
Coef. angular Coef. linear Coef. correlagao
103771 -16142 0,9996

Fonte: Elaborada pela autora (2023)

Para a curva analitica construida, os valores de r foram >0,99 em 6 niveis. Pelo
teste F, foi verificada a linearidade dos dados e pelo teste de Grubbs foi feita a
verificacdo da auséncia de valores discrepantes. O Grafico 1 representa a curva
analitica a partir da média da triplicata das concentrag¢des 0,25; 0,5; 1,0; 3,0; 7,5 e
10,0 pg/mL.
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Grafico 1 - Representacgao grafica das respostas em funcédo da concentragao do

analito.

Curva analitica para vitamina C

1200000

y=103771x - 16142

600000

Sinal (area)

300000

o L
0 2 4 6 8 10 12

Concentragdo (ug/mL)

Fonte: Elaborada pela autora (2023)
Nota: R? representa o coeficiente de determinag&o, calculado pelo do Software
Microsoft Excel® através da funcao “RQUAD”.

3.4.1.2 Limite de Deteccao e Quantificacao

A determinacao dos limites de detecgdo e quantificacdo foi baseada em
parametros da curva analitica, conforme equacdes 1 e 2. Sendo estes
respectivamente 0,031 uyg/mL e 0,094 ug/mL.

Os valores calculados estatisticamente para LQ e LD garantem a sensibilidade
do método, fator de grande importancia considerando a intengao em aplicar o método

para avaliagdo da taxa de degradacao da vitamina C.

3.4.1.3 Precisao e Exatidao

A precisao avalia resultados obtidos em ensaios isolados de uma amostra em
condi¢des pré-definidas, ela pode ser avaliada pelo desvio padréo relativo (DPR),
também chamado de coeficiente de variagdo (CV). Em geral, para métodos que
avaliam compostos em macroquantidades espera-se um valor de DPR menor que 2%
e para analise de elementos tracos até 20% (RIBANI; BOTTOLI; COLLINS; JARDIM
et al., 2004). A repetibilidade, também designada por precisao intra-ensaio, exprime a
precisdo nas mesmas condi¢des de funcionamento durante um curto espaco de

tempo. A precisao intermédia expressa variagdes dentro do laboratério, por exemplo,
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em dias diferentes. A exatiddo de um procedimento analitico expressa a proximidade

entre os valores obtidos e o valor de referéncia aceito como verdadeiro (ICH, 1995).
Nas Tabelas 7 e 8 estdo expressos os resultados obtidos para estes ensaios.

Os valores de DPR estdao de acordo com o critério de aceitagcdo (DPR<2) e um

intervalo de 90 a 110% para medida de exatiddo do método.

Tabela 7 - Resultados do ensaio de precisdo pelo método da repetibilidade

Concentragoes Desvio Padrao Relativo Exatidao
avaliadas (%) (%)
Baixa - 2 yg/mL 0,89 98,68 — 101,18
Média - 5 pg/mL 0,72 98,88 — 100,87
Alta - 8 pg/mL 0,43 99,40 — 100,62

Fonte: Elaborada pela autora (2023)

Tabela 8 - Resultados do ensaio de precisdo pelo método da precisao intermediaria

Concentragoes Desvio Padrao Relativo Exatidao
avaliadas (%) (%)
Baixa - 2 ug/mL 0,98 98,19 - 101,38
Média - 5 ug/mL 1,44 98,01 — 102,46
Alta - 8 pyg/mL 0,65 96,42 - 101,19

Fonte: Elaborada pela autora (2023)

Avaliando os resultados podemos considerar que o método validado é preciso

e exato, podendo ser aplicado para quantificagcao de vitamina C na matriz estudada.

3.4.1.4 Taxa de Recuperagao

A taxa de recuperacao nos fornece informagdes sobre a porcentagem do
analito que fica retido na amostra ou se perde durante o método de preparo. Essa
avaliacao é necessaria sempre que a determinacao for feita em matrizes complexas.
Segundo a ANVISA, uma matriz complexa é aquela que contém um numero indefinido
de substancias ndo monitoradas, que ndo podem ser obtidas sem a presenca do

analito. O leite possui componentes como proteinas, gorduras, sais € agucares que
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podem interagir com o analito de forma a prejudicar sua quantificagao e identificagao
em pequena quantidade, sendo importante avaliar a taxa de recuperagao.

A recuperacao foi expressa pela relagdo percentual da concentragao
experimental do analito (CA) e a concentragéo tedrica do analito adicionado (CTA),
conforme equacéo 3. O ensaio foi realizado em duplicata e como resultado a taxa de

recuperacao média foi de 91,96% conforme apresentado na Tabela 9.

Tabela 9 - Resultados do ensaio de exatidao pelo método da recuperagao para

vitamina C
Replicata Recuperagao %
A 90,35
B 93,57
Média 91,96

Fonte: Elaborada pela autora (2023)

Considerando os resultados estatisticos, o método desenvolvido e validado
conforme adapta¢des da metodologia analitica da AOAC Official Method 2012.22,
empregando a cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccé&o no ultravioleta
mostrou-se adequado para quantificacdo de vitamina C em iogurte. O tratamento
estatistico demostrou que o método pode ser considerado preciso, seletivo, linear em
uma ampla faixa de trabalho e exato com recuperacdo maior que 90%. O método
também pode ser considerado sensivel, apresentando limites de deteccdo e
quantificacdo compativeis com a curva analitica e a natureza das amostras

analisadas.

3.4.2 Verificagdo da metodologia analitica para quantificagdo dos marcadores da

reacao de Maillard em iogurtes

Foi verificada a relagéo linear na faixa de 0,156- 5 uyg/mL para HMF e 0,062- 2
ug/mL para F, FMC e MF. Por analise do coeficiente de determinagéo (R?) todas as

curvas apresentaram comportamento linear, conforme apresentado no Grafico 2.
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Grafico 2 - Curvas analiticas obtidas para os marcadores da reacédo de Maillard
(HMF,F,FMC e MF)
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Fonte: Elaborada pela autora (2023)

O cromatograma obtido para analise simultanea dos 4 marcadores da RM
analisados é apresentado na Figura 5.

Figura 5 - Cromatograma da solug¢ao padrao contendo HMF, F, FMC e MF

i

HMF
Fmc  MF

B30 an 37 T 430

N

» ol I e L
m

am e 0ix

Fonte: (PINTO, 2023)

3.4.2.2 Taxa de recuperacao do método para quantificagdo de HMF, F, FMC e MF em

iogurtes

A Tabela 10 apresenta os resultados das porcentagens de recuperacao,

calculados conforme equagao 3, para cada analito na matriz em estudo.
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Tabela 10 - Resultados do ensaio de exatidao pelo método da recuperagao para os
marcadores da RM

Analito Recuperagao %
HMF 102,79 + 5,37
F 91,55+ 1,27
FMC 81,50 £ 1,26
MF 90,44 + 0,19

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

A determinacdo da taxa de recuperacdo € aplicada quando a matriz pode
interferir na identificagcdo, separagao e quantificagdo da amostra. Este ensaio tem a
funcao de identificar possiveis perdas de conteudo dos analitos de interesse durante
o0 preparo da amostra ou efeito de retencdo da matriz. Por esta razdo, mesmo
utilizando um método para quantificagdo dos marcadores previamente validado, é
imprescindivel a verificagdo da taxa de recuperacédo de cada um dos marcadores em
iogurte. Para todos os marcadores foi obtido uma alta taxa de recuperacdo para a

matriz avaliada.

3.4.3 Variacdes do pH e acidez titulavel nos iogurtes produzidos

As formulacgdes foram analisadas antes (AT) e depois (DT) da aplicagao dos
tratamentos térmicos e nos dias 1, 7, 14 e 21 apds a produgdo dos iogurtes, os

resultados estao apresentados na Tabela 11.
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Tabela 11 - Desenvolvimento do pH e acidez titulavel nos iogurtes durante os dias

de estocagem.

Dias de
Propriedades T1* T2 T3 T4
estocagem
AT** 6,62 +0,08" 6,68+0,05 6,62+0,08" 6,68+ 0,05
DT 6,45+ 0,078 6,49 £ 0,068 6,38 £ 0,048 6,39 + 0,0680°
H D1 4,33 £0,07°° 4,32+0,07°° 4,40 +0,05°@ 4,39 + 0,05
g D7 4,32 £ 0,04 4,30 +0,05°° 4,38 +0,04°@ 4,36 + 0,03
D14 4,23 £ 0,04 423+0,03°° 4,32+0,03°P2 4,28 +0,01°°
D21 4,22 +£0,03°¢ 4,22 +0,03°° 4,32+0,02°2 4,28 +0,01°®
AT 0,15+0,01°® 0,16+0,01°® 0,15+0,01°® 0,16 £ 0,01¢?
DT 0,15+0,01¢° 0,15+0,01°° 0,17 +0,01°® 0,17 £0,01¢2®
Acidez titulavel

D1 0,80+ 0,03%* 0,81+0,028* 0,82 +0,018%> (0,84 + 0,025

(g de acido
) D7 0,89+0,01” 0,89+0,01%  0,89+0,05% 0,92+ 0,014

latico/100g)
D14 0,91+£0,03* 0,90+0,03* 0,91+0,03% 0,91 +0,04"
D21 0,88 +0,01° 0,89+0,01* 0,91 +£0,02%* 0,93 + 0,017

Fonte: Elaborada pela autora (2023).
* T1 iogurte com 0,012% vitamina C; T2 iogurte controle, ambos tratados 90 °C por 5 minutos;
T3 iogurte com 0,012% vitamina C; T4 iogurte controle, ambos tratados 90 °C por 2h e 43
minutos. ** (AT) antes do tratamento térmico; (DT) depois do tratamento térmico
Médias seguidas da mesma letra maiuscula na mesma coluna e médias seguidas da mesma
letra minuscula da linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.
Os valores de pH se apresentam estatisticamente diferentes pelo teste de
Tukey, entre os tempos AT e DT para todas as amostras, indicando que o tratamento
térmico tem influéncia no valor do pH. No leite as micelas de caseinas, constituidas
basicamente por moléculas de caseinas, agua e sais minerais, se transformam
conforme as condigbes em que sdo submetidas, inclusive a temperatura. (SILVA;
CASANOVA; PINTO; CARVALHO et al., 2019). Uma das fungbes do tratamento
térmico do leite previamente a fermentacao é provocar a desnaturagcao das proteinas
do soro e contribuir com a viscosidade do produto final.
Apoés a fermentacgao, nos tempos D1 e D7 é possivel observar a reducédo dos
valores de pH e aumento da acidez, isto ocorre em funcéo da continuidade de atuagao
das bactérias lacticas mesmo apoés a finalizagdo do processo de fermentacédo. Apos

este periodo é possivel observar uma estabilizacdo dos valores de pH e acidez. A
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presencga da vitamina C ndo afetou estes parametros, ja que os tratamentos T1 e T3

nao sao estatisticamente diferentes dos demais em nenhum tempo de analise.

3.4.4 Determinacgao de conteudo de vitamina C e marcadores da reacdo de Maillard,
HMF (5-hidroximetilfurfural); F (2-furaldeido), FMC (2-furil-metilcetona); MF (5-metil-2-
furaldeido) por cromatografia liquida de alta eficiéncia, detector UV-Vis (PDA —

Photodiode Array Detector)

Furanos como HMF, F, FMC e MF sao produtos intermediarios da reacao de
Maillard encontrados como compostos livres (ndo ligados a proteinas), em que o HMF
em particular tem sido usado como um indicador de danos causados pelo calor em
produtos lacteos (LUND; BECHSHOFT; RAY; LUND, 2022). Na Tabela 12 estao
apresentados os teores de HMF, F, FMC e MF quantificados antes e depois do
tratamento térmico e apds a produgéo dos iogurtes dos tempos D1, D7, D14 e D21.
Com relacao a formacao de HMF nao houve diferencga estatistica significativa entre as
amostras T1, T2, T3 e T4 antes do tratamento térmico (AT), sugerindo que a presenca
da vitamina C em T1 e T3 nao afetou a formacao inicial deste marcador. Em DT,
analise depois do tratamento térmico, os iogurtes T1 e T2 apresentaram valores de
conteudo de HMF estatisticamente distintos de T3 e T4, indicando que o tratamento
térmico de 2h e 43 minutos teve influéncia significativa neste parametro. Os teores de
HMF no primeiro dia apods a fermentacédo (D1) sdo os maiores observados durante
todo shelf life, apés o tempo D7 estes valores diminuem até o ultimo tempo
monitorado, D21. Este perfil sugere que apds o tratamento térmico a RM & iniciada.
Entre D1 e D7 identificamos a presenga do HMF como um parédmetro que marca a
etapa intermediaria da reacdo, apds esta etapa outros compostos sao formados

utilizando furfurais como precursores.



Tabela 12 - Marcadores da reagdo de Maillard e Vitamina C. Sendo T1 iogurte com 0,012% vitamina C;T2 iogurte controle, ambos

tratados 90 °C por 5 minutos; T3 iogurte com 0,012% vitamina C;T4 iogurte controle, ambos tratados 90 °C por 2h e 43 minutos

Analitos Trat. AT DT D1 D7 D14 D21
T1 0,021 + 0,015 0,030 + 0,010%® 0,049 + 0,039"2 0,023 + 0,024*® 0,009 + 0,007*® 0,010 + 0,0014°
HMF livre (mg/100g) T2  0,031+0,011%® 0,028 + 0,013 0,053 + 0,032*® 0,015+ 0,013 0,007 + 0,001%° 0,006 % 0,005
T3 0,021+ 0,015% 0,105 + 0,0208® 0,126 + 0,06282 0,059 + 0,025"8> (0,048 + 0,0085¢ 0,052 + 0,0068°
T4 0,031+ 0,011 0,094 + 0,0238 0,173 + 0,06182 0,073 + 0,006%> 0,048 + 0,0148> 0,043 + 0,0098b°
T1 ND ND ND ND 0,040 + 0,096* ND
F livre (mg/100g) T2 ND <LOQ <LOQ ND 0,012 + 0,013~ ND
T3 ND ND ND ND 0,024 + 0,026* ND
T4 ND <LOQ 0,023 + 0,025 ND 0,027 + 0,029~ ND
FMC livre (mg/100g) 1 ND ND ND ND ND ND
T3eT4
MF livre (mg/100g) T2 ND ND ND ND ND ND
T3eT4
T1 9,23 + 1,374 7,83 £ 0,917 5,96 + 1,007 4,58 + 1,215 3,05+ 0,13 1,97 £ 0,15A°
Vitamina C (mg/100g) T2 0,62 +0,1782 0,61 +0,2182 0,67 +0,1782 0,66 + 0,208 0,72+ 0,058 0,90 + 0,24A8=
T3 9,23 + 1,374 7,93 + 1,05% 5,99 + 0,944 4,66 + 1,067 3,17 + 0,85A« 2,40 + 0,337
T4 0,62 +0,1782 0,57 +0,1782 0,73 + 0,0682 0,72 + 0,238 0,75 + 0,168 0,80 + 0,308

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Sendo: MF (5-hidroximetilfurfural); F (2-furaldeido), FMC (2-furil-metilcetona); MF (5-metil-2-furaldeido).
(AT) antes do tratamento térmico; (DT) depois do tratamento térmico. Médias seguidas da mesma letra mailscula na mesma coluna e médias
seguidas da mesma letra minuscula da linha, nao diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. HMF (LD): 0,004
mg/100g; HMF (LQ): 0,012 mg/100g; F (LD): 0,002 mg/100g F (LOQ): 0,009 mg/100g; FMC (LD): 0,002 mg/100g; FMC (LQ): 0,007 mg/100g;
MF (LD): 0,004 mg/100g; MF (LQ): 0,013 mg/100g. ND: ndo detectado



N&o foi detectada a presenca do furfural antes do tratamento térmico (AT) para
nenhuma das amostras. Apos o tratamento térmico (DT) a presenga deste marcador
foi identificada nas amostras T2 e T4, porém em valores menores que o limite de
quantificacdo do método (LQ = 0,009 mg/ 100 g). No tempo D1 este marcador pode
ser quantificado para a amostra T4, iogurte controle no qual o leite foi tratado
termicamente a 90 °C por 2 horas e 43 minutos. O teor de furfural pode ser medido
também no tempo D14, porém a sua formagao n&ao ocorre de maneira similar em todas
as amostras analisadas, apresentando grandes variagbes de conteudo dentro do
mesmo tratamento. Os marcadores FMC e MF ndo foram detectados em nenhuma
das analises realizadas

Outro estudo mostra que, em leite fermentado marrom (brown fermented milk)
o teor de HMF aumentou significantemente em fungdo do escurecimento e do
processo de fermentacdo. A analise dos furfurais em amostras de leite, leite em pé e
leite em po reconstituido mostrou que os teores destes marcadores estao diretamente
relacionados ao tratamento térmico e ao processo de fermentacédo (LI; SHEN; LU;
YANG et al., 2022).

No trabalho desenvolvido por Cui et al. (2020) avaliou-se a presenca de HMF,
F, FMC e MF em diversas matrizes lacteas comerciais por GC-MS/MS, sendo
observado que temperaturas mais altas de tratamento térmico podem levar a maiores
niveis de furfurais. Leites em po6 reconstituidos apresentaram maiores valores de
furfural que o leite. Maiores teores de furfurais também foram encontrados em iogurtes
reconstituidos em comparagao com o leite em po reconstituido, sendo relatado valores
de até 3,430 mg/kg de HMF. Segundo os autores, leites fermentados apresentam
maiores teores de furfurais que o leite, em funcao da reagdo de Maillard que ocorre
durante a fermentacdo (CUI; SHI; TANG; XIE et al., 2020).

Com relagdo ao conteudo de vitamina C nos tratamentos T1 e T3, foi observado
uma taxa de degradacao similar para as duas condi¢cdes. Redugdes da concentragao
deste composto ocorreram em todos os tempos avaliados. Ao final de 21 dias de
producao, os iogurtes apresentaram uma perda média de 77% com relacdo a
concentracao inicial. Estes resultados demonstram a instabilidade da vitamina C com
relagdo ao tratamento térmico, fermentacdo e periodo de estocagem. As

porcentagens de perda em todos os periodos avaliados sdo mostradas na Tabela 13.
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Tabela 13 - Porcentagens de perda de conteudo de vitamina C com relagao a
analise inicial AT (antes do tratamento térmico).

Tratamento DT(%) D1(%) D7(%) D14(%)  D21(%)

T 15,1 35,4 50,4 66,9 78,6
T3 14,1 34,1 49,5 65,6 76,0
Média 14,6 34,8 49,9 66,3 77,3

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Os tratamentos T2 e T4 nao sofreram adicdo de vitamina C e os valores
detectados sdo referentes a vitamina C presente naturalmente no leite, no qual ela é
encontrada em pequenas quantidades. Os valores ndo apresentaram diferencas
estatisticas significativas durante os tempos avaliados.

A representagao grafica dos teores de HMF e vitamina C sdo mostrados no
Grafico 3. No grafico A é possivel observar a forte relagdo entre a formagéo de HMF
e o tempo de tratamento térmico, as linhas referentes aos tratamentos T3 e T4
demonstram maior conteudo deste marcador durante todo periodo avaliado. Através
das barras de erro é possivel concluir que a presencga da vitamina C, nos tratamentos
T1 e T3, ndo afetou a formacado de HMF. No grafico B, podemos observar a perda
gradual e constante da vitamina C em T1 e T3, ndo havendo diferenga entre os

tratamentos térmicos aplicados.

Grafico 3 - Representagao graficas das variagdes de conteudo de HMF (A) e
vitamina C (B) durante o shelf life. Sendo T1 iogurte com 0,012% vitamina C; T2
iogurte controle, ambos tratados 90 °C por 5 minutos; T3 iogurte com 0,012%

vitamina C; T4 iogurte controle, ambos tratados 90 °C por 2h e 43 minutos.
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Em trabalho realizado com amostras de morangos desidratados, o conteudo de
vitamina C e de indicadores iniciais da RM (2-furoilmetilaminoacidos- 2-FM-AA) foi
avaliado em diferentes condicbes de processamento. Foi observado a redugao do
conteudo de vitamina C e aumento na formacgao destes indicadores da RM (GAMBOA-
SANTOS; MEGIAS-PEREZ; SORIA; OLANO et al., 2014). Em suco de laranja, o teor
de HMF foi relatado como indicativo da degradagao de acido ascorbico. O teor inicial
da vitamina C reduziu conforme condi¢cdes de armazenamento, temperatura e tempo,
e o conteudo de furfurais aumentou (RANDHAWA; JAVED; AHMAD; AMJAD et al.,
2020). Apesar do suco de laranja e o iogurte terem pH menor que 7, o que favoreceria
a mesma rota intermediaria na RM, nos tratamentos avaliados neste trabalho n&o foi
possivel estabelecer uma correlagao entre a vitamina C e furfurais. A diferente
composi¢ao com relagdo ao conteudo de proteinas, aminoacidos e agucares, entre
suco e o iogurte, provavelmente favoreceu diferentes caminhos na reagéo de Maillard

e formagéao de diferentes compostos.

3.4.5 Avaliacao dos parametros de cor - CIE-LAB

A cor dos alimentos € um dos primeiros atributos de qualidade avaliados pelos
consumidores, sendo fundamental para aceitacdo do produto. A aparéncia do
alimento, manifestada em relagao a sua cor, pode ser determinante na aceitacéo ou
nao do produto pelo comprador (PATHARE; OPARA; AL-SAID, 2012). Os parametros
de cor podem ser correlacionados com outras propriedades fisico-quimicas. Em
funcao disto e da rapidez e simplicidade, esta técnica tem sido utilizada como medida
indireta de atributos de qualidade em alimentos, como sabor, conteudo de pigmentos
e cor (BADIN; QUEVEDO-LEON; IBARZ; RIBOTTA et al., 2021). As especificagdes
de padrbes de observacio para uso em colorimetria e fotometria sdo todas providas
pela CIE (Commission International de I'Eclairage). O sistema CIE define cor baseado
em trés elementos: a luminosidade ou claridade, a tonalidade e a saturagao ou
cromaticidade (CIE, 2023).

Como representado a seguir na Tabela 14, o valor de L* que se refere a
luminosidade da amostra, apresenta diferengas estatisticamente significativas para os
tratamentos T1, T2, T3 e T4 entre a medida DT (depois do tratamento térmico) e o
tempos D1, D7, D14 e D21, indicando a influéncia do tratamento térmico e da

fermentacao neste parametro. Os iogurtes ndo apresentaram diferengas significativas
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em um mesmo tempo de analise. Sugerindo que este parametro foi afetado de
maneira similar para os dois tratamentos térmicos, tendo pouca influéncia a presenca
da vitamina C. O mesmo comportamento de L* foi observado para coordenada
cromatica a* (-a =verde, +a = vermelho). Com relagdo ao parametro b* (azul (-) ao
amarelo (+)) diferengas estatisticamente significativas foram observadas em fungao
do tratamento térmico. Por exemplo, em DT os parametros observados para T1 e T2
sdo semelhantes entre si, porém diferentes de T3 e T4, sugerindo que o tempo do
tratamento térmico teve influéncia direta nesta coordenada cromatica.

As coordenadas de cor L*, a* e b* sdo coordenadas que podem ser utilizadas
para calculos de outros parametros que auxiliam na interpretacdo dos resultados
obtidos nos ensaios de colorimetria, como indice de escurecimento ou browning index
(Bl) e o croma. O Croma é usado para determinar o grau de diferenca de uma
tonalidade, quanto maiores os valores de croma, maior é a intensidade da cor das
amostras. O Bl é um dos indicadores mais utilizados em produtos alimenticios que
contém acucar, ele indica mudangas na cor com relagdo ao escurecimento, sendo
definido como a pureza da cor marrom (PATHARE; OPARA; AL-SAID, 2012). Através
dos dados apresentados na Tabela 14 € possivel observar a correlacdo destes dois
parametros, Bl e Croma, com o tratamento térmico aplicado nas amostras. Avaliando
a estatistica aplicada em cada tempo de analise, depois do tratamento térmico (DT),
as amostras T1 e T2 (5min/ 90 °C) se relacionam estatisticamente de maneira
semelhante, porém sao significativamente diferentes de T3 e T4 (2 horas e 43min/ 90
°C).

Bandin et al. (2021) descreve a relagcao entre o aquecimento e os parametros
de cor L*, a* e b*, em amostras de tomates triturados, através da medicao de cor
utilizando o instrumento Konica Minoltta CR-400. Foram observados resultados
adversos nas coordenadas colorimétricas a*, b*e L*, segundo os autores a mudancga
de cor pode ser associada pela degradagao dos carotenoides, escurecimento nao
enzimatico ou reagdes de Maillard. A analise de cor foi avaliada também em leite e
iogurte cozidos, produtos que sofreram a adi¢gao de glicose 5% (m/m) e passaram por
cozimento prolongado em alta temperatura (98 °C por 210min), com o objetivo de
aumentar a formacdo de uma cor acastanhada. A estes, foram adicionados
resveratrol, com a intengdo de inibir a formacao de produtos finais de glicacao
avancada. Como resultados de cor foram observados para o iogurte cozido L* de
93,59 + 0,54 a 95,28 + 0,61; a* 9,08 + 0,03 a 9,21 + 0,04, b* 14,08 + 0,22 a 14,51 +
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0,16 e Bl 62,87 + 0,07 a 63,14 + 0,02 (YU; ZHONG; GUO; XIE et al., 2020). Em

amostras de proteina de soro de leite (WPC), utilizado em uma férmula infantil, foram

encontrados valores de - 2,41 + 0,13 para a* e - 2,92 + 0,41 para b* (LUND;
BECHSHOFT; RAY; LUND, 2022).

Tabela 14 - Parametros de cor avaliados durante o shelf life. T1 iogurte com 0,012%

vitamina C; T2 iogurte controle, ambos tratados 90 °C por 5 minutos; T3 iogurte com

0,012% vitamina C; T4 iogurte controle, ambos tratados a 90 °C por 2h e 43 minutos

Leitura Tempo T1* T2 T3 T4
AT 77,64 £ 2,30Ca 79,67 £2,358a 77,64 + 2,30Ca 79,67 + 2,35B2
DT 80,36 + 1,318¢@ 80,30 + 1,598 78,72 + 1,83BCa 78,23 £ 2,53Ba
L+ D1 83,07 +£2,38%8a 83,92 + 1,76ABa 82,20 + 2,48Aa 83,76 + 0,682
D7 81,68 + 3,04A8a 83,57 £2,58% 81,21 £ 3,42/8a 82,45 + 2,14hAa
D14 84,24 + 0,50/ 84,30 £ 1,15%2 82,30 + 1,57Aab 83,45+ 1,41Ab
D21 82,30 + 3,29%8a 83,55+ 0,707 81,44 £ 2,0148a 82,03 £ 2,97Aa
AT -4,57 + 0,388a -4,35 + 0,348a -4,57 + 0,38Pa -4,35 + 0,34Ca
DT -4,37 £ 0,208ab -4,55 + 0,258 -4,22 + 0,16¢2 -4,47 + 0,23Cab
. D1 -2,30 £ 0,73A2 -2,45 £ 0,70A2 -1,78 £ 0,214a -2,01 £ 0,34Aa
2 D7 -2,42 + 0,41Aab -2,64 £ 0,41A0 -2,12 £ 0,264Ba -2,57 £ 0,198ab
D14  -2,87 £0,13%¢ -2,91 £ 0,164¢ -2,35+0,118b -2,69 + 0,088b
D21 -2,87 £ 0,59A2 -2,91 £ 0,41Aa -2,35+ 0,168 -2,69 + 0,318
AT -2,50 + 1,538a 3,38 £ 1,198a -2,50 + 1,53Ca 3,38 £ 1,19¢
DT -0,98 + 1,24Ba -1,31 £ 1,34Ca 3,84 + 2,108 2,50 + 2,808
b* D1 2,75 + 1,84Aa 3,01 + 1,664 7,97 + 2,6940 8,11 £ 1,62A0
D7 2,00 + 1,99A¢c 2,63 + 1,83Ac 7,04 £ 3,4078a 5,85 + 2,55Aab
D14 3,78 £0,72R2 3,17 £ 0,594 8,48 + 0,904 7,19 £ 1,444
D21 2,72 £ 2,70Ra 2,25+ 1,23Ra 6,60 + 3,51A8b 5,45 + 2,58ABab
AT -7,33 £ 1,89¢a -2,24 + 1,30Ca -7,33 + 1,898a -8,24 + 1,30¢a
DT -5,12 + 1,378a -5,49 + 1,458 0,91 £ 2,76A° -1,06 + 3,344p
(broBv:/nin D1 1,25 + 1,56A2 1,43 £ 1,3642 8,30 + 3,11Bp 8,15 £ 1,84¢P
g index) D7 0,23 + 2,07 Ae 0,78 + 1,82A2b 6,83 + 4,34ABc 4,85 £ 3,01A8bc
D14 1,98 £ 0,77A° 1,20 £ 0,57A¢ 7,11 + 3,88Ba 6,38 + 1,77CBb
D21 0,97 £ 2,774° 0,37 £ 1,114b 6,10 £ 4,48ABa 4,31 + 2,99A8ab
AT 14,63 + 2,8542 15,84 + 2,83A2 14,63 + 2,858 15,84 + 2,838
DT 10,72 £ 0,93AB¢ 11,82 + 0,964B¢ 18,21 + 6,032 16,20 + 4,60820
Croma D1 8,13 + 6,45ABa 8,94 + 6,578 36,56 + 20,4878 36,09 + 13,77Ab
D7 6,72 + 4,638 8,45 + 4,788 32,10 £ 14,45¢r 23,26 + 10,03ABab
D14 11,51 +6,45%8c 9,42 + 2 398¢ 34,53 £ 10,8078a 30,38 * 6,198
D21 10,27 £ 6,45°Bb 6,72 + 4,78Bb 29,93 £+ 14,4582 21 26 + 12,37ABab

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Sendo: (AT) antes do tratamento térmico; (DT) depois do tratamento térmico. Médias seguidas
da mesma letra mailscula na mesma coluna e médias seguidas da mesma letra minuscula da
linha, nao diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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O Grafico 4 representa os valores médios dos parametros de colorimetria, Bl e
croma, em fungédo do tempo, agrupados por tratamento térmico e amostra. No eixo X
os pontos em -1 representam os controles, com e sem adi¢gédo de vitamina C antes do
tratamento térmico, os demais pontos no mesmo eixo representam as amostras apos
serem tratadas termicamente e durante o shelf life. E possivel observar para amostra
T3, que o tratamento térmico de 2h e 43min combinado com a adigao de vitamina C

teve maior participagao nas alteragdes de cor, conforme os indices Bl e croma.

Grafico 4 - Representagao grafica do comportamento pontual dos parametros de
browning index e croma durante o shelf life para T1 iogurte com 0,012% vitamina
C;T2 iogurte controle, ambos tratados 90 °C por 5 minutos; T3 iogurte com 0,012%

vitamina C; T4 iogurte controle, ambos tratados termicamente a 90 °C por 2h e 43

minutos
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Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Foi aplicado analise de variancia de multiplos fatores (ANOVA) aos parametros
Bl e croma, com o objetivo de esclarecer qual fator tem maior relacdo com os
resultados observados. Foram consideradas trés situagdes variaveis, sendo elas:

tempo de estocagem, tratamento térmico aplicado e a presenga de vitamina C. Sendo
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que, quando p<0,05 o impacto da variavel é relevante. Os dados estdo apresentados
na Tabela 15.

Tabela 15 - Tabela com valores de probabilidade (>F) da analise de variancia com

multiplos fatores independentes (ANOVA) para os parametros de colorimetria e Bl

Parametro Tempo Tratamento Presenga da
estocagem térmico vitamina C
BI <2e-16 *** <2e-16 *** 0.0124 *
Croma 0.0055 ** <2e-16 *** 0.0901 .

Fonte: Elaborada pela autora (2023)
Nota: Legenda: 0 **** 0.001 ** 0.01 ** 0.05°" 0.1 ‘" 1

Os dados da Tabela 15 indicam que o Bl tem forte correlagdo com a aplicagao
do tratamento térmico e o tempo de estocagem, em relagdo a presenga de vitamina C
existe uma dependéncia, porém menos significativa. No que se refere a diferenca de
tonalidade, indicada pelo indice de croma, o tratamento térmico teve a maior
influéncia, seguido do tempo de estocagem. A presenga da vitamina C nao foi

significante para este parametro, conforme a estatistica utilizada.

3.4.6 Cinética de degradacao da vitamina C em iogurtes

Conhecer a cinética de degradagao da vitamina C conforme as condigbes de
processamento do produto € uma importante estratégia para prever o teor desta
vitamina durante a estocagem. Com esta informacéao é possivel adequar o valor para
fins de rotulagem e optar por processos que minimizem as perdas de qualidade
(GABAS; TELIS-ROMERO; MENEGALLI, 2003).

No Grafico 5 estdo representados os graficos referentes a cinética de
degradagao da vitamina C nos iogurtes T1 e T3. Foram avaliados 7 tempos de
analise, sendo eles 1,5,7,10,14,18 e 21 dias apos a de produgdo, os resultados
mostraram que o teor de vitamina C diminuiu com tempo, em ambos os tratamentos
térmicos. A degradagdo da vitamina C seguiu uma cinética de primeira ordem,
apresentando coeficientes de correlagéo (r) e determinagdo (R?) maiores que 0,9 e

coeficiente angular (K) proximo de zero, mostrados na Tabela 16. Tais parametros séo
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indicativos de uma boa adequagdo ao modelo cinético (BADIN; QUEVEDO-LEON,;
IBARZ; RIBOTTA et al., 2021).

Grafico 5 - Grafico de Ln (C/Co) x Tempo de Estocagem para os tratamentos T1
iogurte com 0,012% vitamina C tratado a 90 °C por 5 minutos e T3 iogurte com

0,012% vitamina C tratado a 90 °C por 2h e 43 minutos
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Fonte: Elaborada pela autora (2023)

Tabela 16 - Dados obtidos através da construgdo do modelo matematico para
degradagao da vitamina C em iogurtes

Trat. K R? r ERM (%) Equagio
T1* -0,0778 093 097 104 C = Cox e (007781
T3 -0,0898 094 -097 114 C = Cox e (00891

Fonte: Elaborada pela autora (2023)
*T1 iogurte com 0,012% vitamina C tratado a 90 °C por 5 minutos e T3 iogurte com
0,012% vitamina C tratado a 90 °C por 2h e 43 minutos. ERM: Erro relativo médio.

A partir do modelo matematico aplicado foi possivel obter para cada processo
de fabricagdo dos iogurtes uma equagao que estima o conteudo de vitamina C em
qualquer tempo de armazenamento, estas equacgdes estdo descritas na Tabela 16.
Através das equacgdes foram calculados os valores tedricos do teor de vitamina C, nos
mesmos tempos em que estes teores foram determinados de maneira experimental.
A Tabela 17 apresenta estes dados, seguido da porcentagem de erro relativo entre o
valor tedrico e experimental. Os dados demonstram que o modelo matematico pode
ser aplicado para estimar o conteudo de vitamina C em iogurtes durante a estocagem

com uma margem de erro maxima de 31%. Este erro relativo pode ser justificado pela
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complexidade da matriz, na equagdo desenvolvida consideramos apenas a
degradagao da vitamina C, porém no iogurte outros constituintes podem interferir
nesta taxa de degradacgao. Ainda assim, é possivel aplicar o modelo matematico como
uma ferramenta de auxilio no controle de qualidade dos produtos durante a
estocagem. A partir dele é possivel obter um valor aproximado da perda de conteudo
de vitamina C, e quando viavel, estabelecer o quanto pode ser dosado no produto

para compensar a perda ja prevista.

Tabela 17 - Comparacgao entre a determinagao do teor de vitamina C obtido de
maneira de experimental com o valor tedrico obtido pelo modelo matematico

Tratamento tempo C calculado C medido Erro relativo
(tedrico) (Experimental.) (%)
1 5,10 5,51 8,17
5 3,73 3,57 4,28
7 3,20 3,50 9,40
T 10 2,53 2,67 5,59
14 1,85 2,29 23,48
18 1,36 1,21 11,03
21 1,08 1,19 10,89
1 5,87 6,42 9,35
5 4,10 3,82 6,86
7 3,42 3,81 11,26
T3 10 2,62 2,76 5,60
14 1,83 2,39 31,04
18 1,28 1,16 9,02
21 0,97 1,04 6,71

Fonte: Elaborada pela autora (2023)
Sendo: T1 iogurte com 0,012% vitamina C tratado a 90 °C por 5 minutos e T3 iogurte com
0,012% vitamina C tratado a 90 °C por 2h e 43 minutos.

O efeito do tratamento térmico foi avaliado através dos graficos representados
no Grafico 6. For realizada analise de covariancia entre os coeficientes angulares
demonstrados na Grafico 6A. Este parametro ndo apresentou diferengas significativas
(p > 0,05) entre tratamentos a 90 °C por 5 minutos (T1) e 90 °C por 2 horas e 43min
(T3). Por serem estatisticamente similares, as médias dos teores de vitamina C nos
tratamentos T1 e T3 podem ser representadas graficamente por uma unica equagao,

conforme Grafico 6B.
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Grafico 6 - Efeito do tratamento térmico na degradacao da vitamina C. Em (A) curva

de degradacgao para T1 e T3 isoladamente e em (B) curva de degradagéao dos dados

combinados de T1+T3

1,2 12
A y =-0,0368x + 0,9168 B y =-0,0375x + 0,9043
1 R2=10,93 1 R2=0,91
o r=-0,96 i r=-0,95
o)
Qo6 S os 5 .
04 : 04 = o
y =-0,0383x + 0,8917 -
0,2 R2=0,91 : . 0,2 e o
r=-0,95
0 0

0 5 10 15 20 25 0 3 il 15 20

Estocagem(dias) Estocagem(dias)

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Outros trabalhos avaliaram a cinética de degradacéo da vitamina C como uma
reagao de primeira ordem. Amostras de tomates triturados submetidos a diferentes
temperaturas (BADIN; QUEVEDO-LEON; IBARZ; RIBOTTA et al., 2021), ameixas
desidratadas submetidas a diferentes condicoes de temperatura e umidade relativa
(GABAS; TELIS-ROMERO; MENEGALLI, 2003) e morangos sob processo de
secagem (GAMBOA-SANTOS; MEGIAS-PEREZ; SORIA; OLANO et al., 2014), em

todos estes casos a degradacao da vitamina C seguiu como primeira ordem.

3.5 CONSIDERAGOES

Os resultados deste capitulo demonstraram que o método validado satisfaz o
objetivo principal de quantificar a vitamina C na matriz do iogurte, obtendo boa
sensibilidade, avaliada através dos limites de detec¢ao e quantificagcdo, e também
pode ser considerado preciso e exato. O método aplicado para analise dos
marcadores da RM também atendeu ao objetivo, foi possivel identificar dois
componentes, HMF e F, em baixas concentracdes e em diferentes tempos de analise.
Quanto a estabilidade da vitamina C, esta se mostrou extremamente sensivel aos dois
tratamentos térmicos aplicados e ao periodo de estocagem. Nos tratamentos em que
houve adicao deste bioativo foi observada perda de aproximadamente 77% ao final
de 21 dias de analise. Através dos ensaios de colorimetria, foi possivel concluir que a

vitamina C pode ser relacionada a fendmenos de escurecimento, porém, sua
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participagéo ocorre através das proprias vias de degradacao, ndo havendo dados que
comprovem sua influéncia na formacao dos indicadores da reac¢ao de Maillard. Ja que
nao foi observado uma relagdo direta entre a perda de vitamina C e aumento da
concentragcdo de HMF, F, FMC e MF. A amplificagdo do fendbmeno de escurecimento
pela via Maillard mostrou-se fortemente relacionada ao tratamento térmico aplicado,
as amostras T3 e T4 que foram submetidos ao maior tempo na temperatura de 90 °C
apresentaram os maiores conteudos de HMF. Foi possivel desenvolver um modelo
matematico que estima o conteudo de vitamina C em diferentes pontos do shelf life
para os iogurtes produzidos neste estudo. Assim, o desenho do modelo pode ser
aplicado a outras linhas de produgao de iogurtes adicionados de vitamina C, com o
intuito de identificar possiveis perdas durante o armazenamento e buscar estratégias

para manter a qualidade final dos produtos.
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4. INFLUENCIA DE CELULOSE MICRO E NANOFIBRILADA NA PRODUGAO E
ESTOCAGEM DE IOGURTES

Este segundo capitulo avalia a capacidade das fibras microfibrilada,
nanofibrilada e nanofibrilada tratada de forma enzimatica em modular as

caracteristicas fisico-quimicas durante a produgéo e estocagem dos iogurtes.

4.1 REFERENCIAL TEORICO

logurte é um produto lacteo fermentado a partir de culturas iniciadoras de
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus, possui excelente valor nutricional, € considerado um alimento que integra
uma alimentagao saudavel. (MARY; MUTTURI; KAPOOR, 2022). Assim como outros
alimentos fermentados, sofreu um aumento de 4% em sua producdo entre 1995 e
2019. A popularidade destes alimentos esta em constante aumento devido aos
beneficios oferecidos a saude. A adigao de fibras pode contribuir de maneira positiva
com propriedades dos iogurtes, como a capacidade de retengcdo de agua e melhorar
as propriedades texturais (HASHIM; KHALIL; AFIFI, 2009).

Nanofibras podem ser uma alternativa interessante para as tradicionais fibras
de celulose, mantendo as mesmas propriedades, porém reforgando a reologia, area
de superficie e relagdo de aspecto (NECHYPORCHUK; BELGACEM; BRAS, 2016).
Para produzir nanofibras de celulose (CNF) é necessario um grande cisalhamento
mecanico por sistemas de alta pressdo ou ultra-refinador de disco (SPENCE;
VENDITTI; ROJAS; HABIBI et al., 2011), exigindo uma elevada entrada de energia.
Especialmente em sistemas de alta pressao, o entupimento do equipamento é uma
questao recorrente. O tratamento quimico foi proposto para resolver estes problemas,
por exemplo, oxidacdo por TEMPO (SAITO; HIROTA; TAMURA; KIMURA et al.,
2015). No entanto, € bem conhecido que alguns produtos quimicos e co-produtos
podem ser toxicos, limitando a aplicagao final do CNF obtido por produtos quimicos.
A aplicagdo de enzimas € uma alternativa substituta aos tratamentos quimicos, sao
moléculas bioquimicas seguras e nao produzem co-produtos de risco bioldgico
(ARANTES; DIAS; BERTO; PEREIRA et al., 2020). As CNFs obtidas por via
enzimatica mostraram grandes propriedades, por exemplo, estabilidade térmica

elevada, reologia, transmitancia e também reduziram a energia de incorporagao
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(BERTO; MATTOS; ROJAS; ARANTES, 2021; NECHYPORCHUK; PIGNON;
BELGACEM, 2015; ZHOU; ST. JOHN; ZHU, 2019).

Para o iogurte, vale ressaltar a importancia do controle dos parametros fisico-
quimicos, pH e acidez sdo aspectos criticos, pois tem importante contribuicdo para
sua coagulacdo, desenvolvimento dos microrganismos e vida util (BOUKRIA;
HADRAMI; SAMEEN; SAHAR et al., 2020). Com base nas consideragoes
apresentadas, este estudo busca avaliar o efeito da adicdo de fibras de celulose

vegetal microfibrilada e nanofibrilada nas carateristicas tecno-funcionais dos iogurtes.

4.2 MATERIAL E METODOS

Nas segbdes seguintes serdo apresentados o esquema de producdo dos
iogurtes adicionados de fibras de celulose, seguido das técnicas utilizadas para avaliar

suas caracteristicas fisico-quimicas.

4.2.1 Obtencao das nanofibras e microfibras de celulose vegetal

As suspensoes coloidais de celulose vegetal foram gentilmente fornecidas pelo
Laboratério de Bioprodutos e Nanobiotecnologia, na Escola de Engenharia de Lorena
(Universidade de Sao Paulo). Trés CNFs diferentes foram produzidas por estratégias
diferentes, utilizando pasta kraft branqueada de eucalipto como substrato inicial: (i)
celulose nanofibrilada (CNF) e (ii) celulose microfibrilada (CMF) foram isoladas
exclusivamente por desfibrilagdo mecanica utilizando ultra-refinador de disco (Berto et
al., 2019), e (iii) celulose nanofibrilada pés tratada enzimaticamente (Enzy-CNF) foi
uma combinacao de desfibrilacdo mecanica e pds-tratamento enzimatico da CNF. A
enzima aplicada foi uma endoglucanase comercial (FiberCare®), utilizando 50 EGU/g,
em tampao fosfato de sodio 50 mM, pH 6, 1% do substrato (bases secas), 3 h de
reacao, a 50 °C em rotagao orbital (250 rpm). Para inativar a enzima, a mistura de

reacao foi fervida num banho de agua durante 30 min.

4.2.2 Formulacao dos iogurtes adicionados de suspenséo coloidal de celulose vegetal

O leite integral pasteurizado obtido no comércio local de Juiz de Fora - MG a

marca Da Fazenda® foi adicionado de suspensao coloidal de celulose vegetal,



64

presentes nas formas microfibrilada, nanofibrilada e nanofibrilada tratada, imagens
das fibras e caracteristicas fisico-quimicas como pH e conteudo de agua estéo

apresentados respectivamente na Figura 6 e Tabela 18.

Figura 6 - Imagens das fibras: Sendo em (A) suspenséo coloidal de celulose vegetal

microfibrilada - CMF, (B) suspenséo coloidal de celulose vegetal nanofibrilada —

CNF, (C) suspenséo coloidal de celulose vegetal nanofibrilada pés-tratada - Enzy-
CNF

Fonte: Elaborada pela autora (2023)

Tabela 18 - Conteudo de agua e pH das suspensodes coloidais de celulose vegetal

Fibras Umidade (%) Teor de sélidos (%) pH

CMF 98,80 + 0,01 1,2+ 0,01 6,28 + 0,04
CNF 98,88 + 0,04 1,2 £ 0,04 6,11+ 0,03
Enzy-CNF 98,74 + 0,13 1,29+0,13 5,42 + 0,11

Fonte: Elaborada pela autora (2023)

Com estas fibras foram preparadas 4 formulagbes, sendo elas: T1= 9% m/m
sacarose, 81% m/m leite e 10% m/m agua (controle); T2 = 9% m/m sacarose, 81%
m/m leite e 10% CMF; T3= 9% m/m sacarose, 81% m/m leite € 10% m/m CNF e T4=
9% m/m sacarose, 81% m/m leite e 10% m/m Enzy-CNF, conforme descritas na
Tabela 19. Na formulagcdo do iogurte controle foi adicionada agua na mesma
propor¢cao em que foi adicionada as suspensdes de celulose vegetal, ja4 que estas
apresentaram alto conteudo de agua demonstrado anteriormente na Tabela 18. As
formulagdes foram homogeneizadas a 200 bar sendo, 50 bar no 2° estagio e 150 bar
no 1° estagio, com temperatura de entrada de 80 °C. Posteriormente as misturas
passaram por tratamento térmico a uma temperatura de 90 °C por cinco minutos,

seguida de resfriamento até 42 °C.



65

Tabela 19 - Formulagao dos iogurtes controle e adicionados as CNFs.

logurte Leite Sacarose Suspensao coloidal de Agua
(9) (9) celulose vegetal (g) (9)
T1* 729 81 0 90
T2 729 81 90 0
T3 729 81 90 0
T4 729 81 90 0

Fonte: Elaborada pela autora (2023)
*T1 iogurte controle, T2 iogurte adicionado de CMF, T3 iogurte adicionado CNF e T4 iogurte
adicionado de Enzy-CNF.

4.2.3 Produgéao dos iogurtes adicionados de suspensao coloidal de celulose vegetal

logurtes foram produzidos através da adi¢cdo de cultura iniciadora contendo
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus (YoFlex® Mild 1.0) na concentracdo de 0,2 U. As amostras foram
fermentadas a 42° £ 1 °C com monitoramento constante dos valores pH em cada
tratamento, a fermentacdo dos leites foi interrompida em pH 4,6. Em seguida as
amostras foram resfriadas até 20 £+ 1 °C em refrigerador 8 £ 1 °C, apos atingir a
temperatura de 20 £ 1 °C a quebra do gel foi realizada manualmente através de
movimentos circulares por 20 segundos, com o auxilio de uma espatula de material
plastico. Os iogurtes foram armazenados por 60 dias em temperaturade 7 + 2 °C em
recipientes plasticos em volumes aproximados de 100g por embalagem. As amostras
foram analisadas apds 1, 7, 15, 30, 45 e 60 dias de producdo, a fim de avaliar as
caracteristicas de pH, acidez titulavel, viscosidade relativa, consisténcia, sinérese,
distribuicdo do tamanho de particulas e microscopia eletrénica de varredura. O
experimento consistiu em trés produgdes das formulagdes para iogurtes e o

fluxograma da producao esta representado na Fluxograma 1.



Fluxograma 1 - Fluxograma da producédo de iogurte

Formulagodes:

T1= 9% m/m sacarose, 81% m/m leite e 10% m/m agua (controle).
T2= 9% m/m sacarose, 81% m/m leite e 10% m/m CMF

T3= 9% m/m sacarose, 81% m/m leite € 10% m/m CNF

T4= 9% m/m sacarose, 81% m/m leite e 10% m/m Enzy-CNF.
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Homogeneizagao
80°C, 200bar (50bar no 2° estagio, 150bar no 1° estagio)

¢

Tratamento Térmico
90 °C por 5 minutos
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Resfriamento
42 +1°C

Adicao da cultura iniciadora
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus
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Fermentacao até pH 4,6
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Resfriamento
20+1°C
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Quebra do gel
20+1°C
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Fracionamento e embalagem

¢

Estocagema 7+ 2 °C

Fonte: Elaborada pela autora (2023).
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4.2.4 Curva de Fermentacao

A alteracao do pH durante o processo de fermentagao foi monitorada utilizando
o pHmetro multicanais Consort D130 system. O conteudo de 900g das formulag¢des
foi colocado em cubas com capacidade para 1000 mL, sendo estas adaptadas para
uso em banho maria a 42 + 1 °C. Em cada cuba foi inserido o eletrodo e o pH foi
medido a cada minuto, sua determinacgao foi realizada através do softwere Acquisition

System.

4.2.5 Determinagéo do pH e acidez titulavel em iogurtes

O pH e acidez titulavel foram medidos nos dias 1, 7, 15, 30, 45 e 60 apods a
producdo do iogurte, as determinagdes foram realizadas em duplicatas. O pH foi
medido com determinador de pH (PG 1400, GEHAKA®) e acidez titulavel pelo método
potenciométrico conforme ISO/TS 11869:2012.

4.2.6 Sinérese

A sinérese foi calculada nos dias 1, 7, 15, 30, 45 e 60 apds a producao do
iogurte, conforme o método descrito por Kieserling et al. (2019) com modificagdes.
Amostras de iogurte foram centrifugadas por 15 minutos a 10 £ 2 °C em 428,4g. As
medidas foram realizadas em triplicata e a sinérese determinada conforme a equacéao
13.

Sing %) = Massa do sobrenadante (g) 100 . %0 (12
meresetso) = Massa da amostra de iogurte x quagdo (12)

4.2.7 Viscosidade Aparente e Consisténcia

As medic¢des de viscosidade foram realizadas em um Viscosimetro Rotativo
Microprocessado Q860M21 (Quimis®) utilizando rotor 3 a 35 rpm. As analises foram
realizadas em duplicata nos dias 1, 7, 15, 30, 45 e 60 apds a producdo do iogurte. A
determinacao da consisténcia dos iogurtes foi realizada um dia apds o preparo em

consistdmetro de Bostwick. Foi medida distancia percorrida por 80 mL das amostras
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a temperatura de 10 £ 1 °C, em um intervalo de tempo de 25 segundos, metodologia
adaptada de Umbelino et al. (2001).

4.2.8 Distribuicdo do tamanho de particula

As analises de distribuicdo do tamanho das particulas para os iogurtes foram
realizadas por difracdo a laser (Beckman Coulter LS 13 320, Miami, FL, EUA)

acoplado ao modulo liquido aquoso (Beckman Coulter, Miami, FL, EUA).

4.2.9 Microscopia eletronica de varredura

A microestrutura das amostras foi analisada em microscépio eletrénico de
varredura (Hitachi TM 3000, Hitachi Ltd., Tokyo, Jap&do). Como preparo de amostra,
uma fina camada do iogurte foi aplicada em uma fita adesiva de carbono dupla face
fixada sob um stub, sendo este em seguida congelado a temperatura de -60° + 2 °C
e liofilizado. As analises de microestrutura foram realizadas no periodo de 60 dias
apo6s a produgédo, o tamanho médio dos poros das amostras de iogurtes foi calculado
para as imagens com ampliagao de 500x, utilizando para isto o software Image J 1.53e
(National Institutes of Health, USA).

4.2.10 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas em um nivel de significancia de 0,05
através do teste Tukey aplicado com auxilio do Software R® versdo 4.1.2 (The R
Foudation for Statistical Computing). Os testes de correlagao foram aplicados para
avaliar a relacdo entre os resultados obtidos de pH, acidez titulavel, sinérese,

consisténcia, viscosidade aparente e distribuicdo do tamanho de particulas.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Nas secbes seguintes serdo discutidos os resultados referentes a producao e

estocagem dos iogurtes adicionados de fibras de celulose.
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4.3.1 Curva de fermentagéo dos iogurtes produzidos

Durante a fermentacéo lactica ocorre a diminuicdo do pH em funcao da
produgao de acido latico a partir da lactose, pela atuagao da cultura leiteira iniciadora
(GOMES; CARNEIRO; STEPHANI; CARVALHO et al.,, 2022). A medida que se
aproxima do ponto isoelétrico da caseina em pH 4,5, ocorre a dissolugcédo do fosfato
de calcio coloidal e a carga resultante na superficie das micelas de caseinas chega a
zero, resultando na formacéo de uma rede tridimensional composta pelas proteinas
do leite. A taxa de acidificacdo € um fator que precisa ser considerado, principalmente
em iogurtes fortificados com fibras alimentares (MARY; MUTTURI; KAPOOR, 2022).
As curvas de fermentagdes dos iogurtes adicionados de suspensdo coloidal de
celulose vegetal e o iogurte controle apresentaram perfis semelhantes, conforme
demonstrado na Grafico 7. As formulagdes T1, T2 e T4 apresentaram tempos de

fermentacao distintos, porém nao significativos estatisticamente (p>0,05).

Grafico 7 - Acidificagao durante a fermentagao do iogurte controle (T1), iogurte
adicionado de CMF (T2), iogurte adicionado CNF (T3) e iogurte adicionado de Enzy-

CNF (T4)
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Fonte: Elaborada pela autora (2023)

O pH inicial para os quatro tratamentos nao apresentou diferenca significativa
entre as formulagdes, o pH de 4,6 foi utilizado como indicativo para a finalizagdo do
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processo de fermentagao, o tempo de duragao variou de 195 a 221 minutos, conforme
Tabela 20.

Tabela 20 - Tempo final de fermentagao e variagdo do pH entre inicio e fim da

fermentacao (ApH)

Tratamento T1* T2 T3 T4
Tempo final (min) 221 230 195 217
ApH 1,82 1,92 1,87 2,11

Fonte: Elaborada pela autora (2023).
*T1 iogurte controle, T2 iogurte adicionado CMF, T3 iogurte adicionado de CNF e T4 iogurte
adicionado de Enzy-CNF.

A variacao do pH entre o inicio e fim da fermentacgao traz informagdes quanto
ao processo de formagao do gel. A presenga das fibras de celulose levou a diferentes
valores de ApH, possivelmente afetando a velocidade da reagédo de acidificagao e

formacgao da estrutura em rede do gel de iogurte.

4.3.2 Avaliagao das variagdes do pH e acidez titulavel nos iogurtes

Os iogurtes analisados durante 1, 7, 15, 30, 45 e 60 dias ndo apresentaram
diferengas significativas (p<0,05) para acidez titulavel e pH. Esse comportamento
indica que a adi¢ao dos diferentes tipos de suspensao coloidal de celulose vegetal
nao afetou parametros de acidez e variagdo do pH durante o shelf life, resultados

estao apresentados na Tabela 21.
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Tabela 21 - Variag&o dos valores de pH e acidez titulavel nos iogurtes durante os
dias de estocagem

Propriedades es?ci)?ag:m T T2 T3 T4
1 4,42+ 0,08 455+0,08% 453 +0,13° 441 +0,08%
7 428+004% 439+0,048 441+011% 429+ 0,038
H 15 422+002% 4,34+0,0280% 438+010% 428+ 0,038
30  424+0,04% 439+005% 436+0,13% 4,32+ 0,108
45  420+007% 436+006% 437+0,12% 4,33+ 0,000
60  423+0,07% 420+0,030 436+0,14" 426+ 0,098
1 0,65 +0,03% 0,61+0,02%% 0,58+ 0,05~ 0,66+ 0,022
7 0,69+ 0,034 0,67+0,01% 0,64+ 0,04% 0,68 + 0,024
Acidezfitulavel 45 57540118 071+£011% 067+0,07% 0,67 + 0,094
(g de acido
latico/100g) 30  0,68+0,05% 065+0,06% 0,66+0,06% 0,680,064
45  066+004% 064+005% 065+0,04% 0,66+ 005
60  0,65+0,05% 0,61+0,03% 0,62+0,06% 0651+0,044

Fonte: Elaborada pela autora (2023).
Sendo: T1 iogurte controle, T2 iogurte adicionado CMF, T3 iogurte adicionado de CNF e T4
iogurte adicionado de Enzy-CNF
Médias seguidas da mesma letra maiuscula na mesma coluna e médias seguidas da mesma
letra minuscula da linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade.

Apesar de ndo observarmos diferengas estatisticamente significativas (p<0,05)

entre os valores de pH e acidez titulavel, no Grafico 8 é possivel observar que até 15
dias ha uma variagdo maior nos valores avaliados. Isto ocorre em funcao da
continuidade de atuagao das bactérias lacticas mesmo apds a finalizagao do processo
de fermentacao. Apos este periodo é possivel observar uma estabilizagao dos valores

de pH e acidez.
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Grafico 8 - Desenvolvimento do pH e acidez titulavel nos iogurtes durante os dias de
estocagem. Sendo T1 iogurte controle, T2 iogurte adicionado CMF, T3 iogurte
adicionado de CNF e T4 iogurte adicionado de Enzy-CNF.
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Fonte: Elaborada pela autora (2023).

4.3.3 Determinacéao do efeito de sinérese nos iogurtes

A sinérese € uma caracteristica indesejavel que ocorre quando o soro se
acumula na superficie do iogurte (DONG; LIAO; XIE; CHEN et al., 2022). Os
resultados da sinérese para as amostras de iogurtes apos 1,7,15,30,45 e 60 dias de
producao estdo apresentados a seguir no Grafico 9. Durante o periodo avaliado, os
iogurtes adicionados de celulose vegetal apresentaram menor sinérese com diferencga
significativa na avaliagdo com 15 dias. De maneira geral, os diferentes tratamentos
com fibras de celulose diminuiram o efeito de sinérese. Comportamento similar foi
observado em iogurtes com adicado de diferentes concentragdes de fibra de laranja
(0,1 e 1%), nos quais a adi¢do das fibras reduziu o efeito de sinérese (KENNETH
KIESERLING; TUYET M. VU; STEPHAN DRUSCH; SCHALOW, 2019). Outro trabalho

avaliou a influéncia da adicdo de fibra soluvel de cenoura, concluindo que a
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incorporagao da fibra diminuiu significativamente a sinérese nos iogurtes (DONG;
LIAO; XIE; CHEN et al., 2022).

Grafico 9 - Comportamento da sinérese nos iogurtes durante os dias de estocagem.

Sendo T1 iogurte controle, T2 iogurte adicionado CMF, T3 iogurte adicionado de
CNF e T4 iogurte adicionado de Enzy-CNF
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Fonte: Elaborada pela autora (2023).

4.3.4 Avaliagao da viscosidade aparente e consisténcia

As medidas de viscosidade aparente apresentaram valores iniciais maiores
para tratamentos que sofreram adigdo das trés suspensdes coloidais de celulose
vegetal em relagao ao tratamento controle T1, como representado no Grafico 10. A
estatistica aplicada entre os quatro tratamentos no primeiro dia de produg¢do aponta
uma diferenga significativa entre os iogurtes com adigdo de celulose vegetal e o
controle. Apds 7 dias de produgao nao ha diferencas significativas nos valores de

viscosidade aparente para o mesmo tratamento e nem entre os quatro tratamentos.
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Grafico 10 - Resultados de viscosidade aparente para os iogurtes durante os dias de
estocagem. Sendo T1 iogurte controle, T2 iogurte adicionado CMF, T3 iogurte
adicionado de CNF e T4 iogurte adicionado de Enzy-CNF
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Fonte: Elaborada pela autora (2023).

A medida da consisténcia utilizando consistometro de Bostwick foi realizada
apo6s 1 dia de producéao dos iogurtes. O iogurte controle percorreu a maior distancia
(11,25 £ 0,94 cm - 25s7"), seguido consecutivamente dos iogurtes: T4, T3 e T2 (9,92 +
0,38 cm-25s"; 9,58 * 0,49 cm-25s'; 9,33+ 1,03 cm-25s™). Estes resultados
corroboram com o observado nas medidas de viscosidade aparente para o tempo D1.
A estatistica aplicada mostrou que o espaco percorrido pelo iogurte controle T1 foi

significativamente distinto dos demais tratamentos para p<0,05.

4.3.5 Evolucao da distribuicido do tamanho de particula

A distribuicdo do tamanho de particula foi avaliada durante o shelf life dos
quatro tratamentos. Para as medidas em Dv10 apresentada na Tabela 22, é possivel
observar que apenas no tempo inicial o iogurte controle possui resultados em Dv10
estatisticamente diferentes dos resultados nos demais tempos. Para os outros
tratamentos em que houve adi¢do da suspensdo coloidal de celulose vegetal esta
diferenga nao ocorre. Em Dv90, observando a evolugcdo do tamanho de particula, é

possivel notar diferenga significativa entre a analise inicial e os demais tempos apenas
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para o controle. Indicando que as fibras conferiram uma estabilidade inicial ao
tamanho das particulas nos tratamentos T2, T3 e T4. Desta forma, a presenca das
fibras contribuiu para a formacgao da estrutura do gel, comparativamente o tratamento
T4 foi o que apresentou maior similaridade com o tratamento controle T1 no tempo de
60 dias em Dv90.

Tabela 22 - Evolugao do tamanho de particula nos iogurtes apos 1,7,15,30 e 45 dias

de produgao

Tamanho

de Dias de Evolugédo do tamanho de particula
particulas estocagem
T1 T2 T3 T4
1 12,60 £ 1,27 Bab 12,17 £ 0,624 10,82 £ 2,604° 13,45+ 2,17 42
7 13,78 £1,0548a 11,80 £ 0,424¢ 11,23 +1,70A° 13,20 £ 0,92 A%
Dv10 15 13,41 £ 0,668 13,01+ 1,57 Aa 12,32 £ 1,71 42 13,33 £2,494a
(Hm) 30 14,00 £ 0,40 42 12,71 £ 1,114 11,97 £ 1,824b 14,10 £ 0,51 A2
45 13,38 £ 1,2542 13,42 £ 1,704 12,03+ 1,654 14,47 £ 1,1042
60 13,95+ 0,734 12,40 £2,204 12,04 £1,31A> 13,39 £ 1,24 Aab
1 4541 £ 47580 57,26 + 6,482 5822 + 11,422 54,63 + 7,66 ~ab
7 48,49 +£4,514Ba 5806+ 11,11AB2 61,93 £ 15,7342 54,49 + 8,984
Dv90 15 48,19+ 25148 61,94 +742782 61,24 +12,607 50,94 + 10,80 A%
(Hm) 30 50,51 £ 3,2348> 61,97 £ 11,507B2 62,52+ 17,0542 53,94 £ 9,154a
45 50,59 + 3,524Bb 59,05 + 3,29ABab  §3 58 + 16,7442 53,54 + 2,54 Adb
60 54,49 + 9,99 Aa 58,13 +4,378  64,61+17,33A2 5285+ 5,024

Fonte: Elaborada pela autora (2023)

Sendo: T1 iogurte controle, T2 iogurte adicionado CMF, T3 iogurte adicionado de CNF e T4
iogurte adicionado de Enzy-CNF

Médias seguidas da mesma letra maiuscula na mesma coluna e médias seguidas da mesma
letra mindscula da linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.
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4.3.6 Microestrutura dos iogurtes

A micrografia dos géis de iogurte, apresentada na Figura 7, demonstra uma
rede formada pelas caseinas com poros abertos, uma estrutura tipica para iogurtes.
A microestrutura do gel de iogurtes também pode ser afetado pela desnaturagéao da
B-lactoglobulina durante a pasteurizagdo, possibilitando a formagdo de complexos
entre essa proteina e a k-caseina e os globulos de gordura que sao incorporados a
rede proteica (GOMES; OLIVEIRA; RENHE; STEPHANI et al., 2021). Para os
tratamentos T2, T3 e T4, nos quais as fibras foram adicionadas, € possivel observar
uma microestrutura diferente com a formagdo de uma rede mais heterogénea em
comparagao com o iogurte controle. Esta formagao, com diferentes tamanhos de
poros, pode ser relacionada a uma possivel interferéncia das fibras de celulose no
processo de formagdo da rede proteica dos iogurtes T2, T3 e T4. Entre estes
tratamentos, o T4 composto pela suspensao coloidal de celulose nanofibrilada-pds
tratada, possui o perfil da estrutura de rede proteica mais semelhante ao tratamento
T1, controle. A formacgao de rede tridimensional de agregados de caseina com poros
maiores e canais de tamanhos heterogéneos também foi observado em iogurtes
adicionados com bagaco de cranberry, rico em fibras alimentares (VARNAITE;
KERSIENE; SIPAILIENE; KAZERNAVICIUTE et al., 2022). Foi relatado para iogurtes
com adicao de po6 de fibra de cenoura a formagao de rede com estrutura aberta e com
maiores agregados, enquanto a microestrutura apareceu mais homogénea e sem
granulos nos iogurtes sem adigdo de fibras (VENICA; SPOTTI; PAVON; MOLLI et al.,
2019). Foi realizada a anadlise estatistica para avaliar as diferengas entre os tamanhos
de poro dos trés lotes produzidos, ndao havendo diferenga significativa entre as
medidas (p>0,05).
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Figura 7 - Imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura (magnificagéo

500 x) dos seguintes produtos liofilizados: logurte controle (T1), iogurte adicionado
CMF (T2), iogurte adicionado de CNF (T3) e iogurte adicionado de Enzy-CNF (T4),

sendo estes do segundo lote de fabricagao.

L 2P S 3 SN S i,
NEEM-UFJF 2022103128 AL D60 x500 200um NEEM-UFJF

NEEM-UFJF 2022/03/28 AL D65 x500 200um NEEM-UFJF 2022/03/28 AL D66 x500 200um

Fonte: Elaborada pela autora (2023)

4.4 CONSIDERACOES

A adigdo das suspensdes coloidais de celulose vegetal contribuiu para

formacao da rede proteica, conferindo estabilidade ao gel de iogurte. Os tratamentos

T2, T3 e T4 apresentaram algumas propriedades superiores em comparagao com

iogurte controle, sendo possivel observar isto nos resultados de viscosidade,

consisténcia e sinérese. Os resultados observados na analise de microscopia

eletrbnica de varredura demonstram que os iogurtes fortificados com fibras

apresentaram uma rede de caseina mais heterogénea em relagao ao iogurte controle,

fato que pode ter contribuido para os resultados de viscosidade e consisténcia. O

mesmo pode ser indicado pela analise de distribuicdo do tamanho de particula, na

qual houve estabilidade inicial do tamanho das particulas em Dv90. Parametros fisico-
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quimicos como pH e acidez nao foram afetados pela presenca das fibras, sendo este
um ponto positivo, considerando que sao aspectos de importante contribuicdo para
coagulagao, desenvolvimento dos microrganismos e vida util dos iogurtes. De forma
geral, todas as fibras contribuiram positivamente para o produto final, evidenciando
sua atuagdo como hidrocoléide na imobilizagdo da agua e consequente diminuigdo do
efeito de sinérese. Avaliando a contribui¢ao individual de cada tipo de fibras, € possivel
concluir que a suspensao coloidal de celulose vegetal nanofibrilada Enzy-CNF se
destaca em relagdo a outras duas, CMF e CNF, por manter as caracteristicas
estruturais similares ao iogurte controle e simultaneamente conferir ao sistema maior

estabilidade.
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5 CONCLUSAO

Através do trabalho desenvolvido foi possivel fazer uma discusséo tecnolégica
relacionada a estabilidade da vitamina C e sua contribuicdo em reacdes de
escurecimento. Como resultado podemos verificar a instabilidade desta vitamina,
ocasionando grande perda de conteudo durante o tempo de armazenamento do
produto. Para monitorar esta degradagéao, foi desenvolvido um modelo matematico
para cinética de degradagéao da vitamina C em iogurtes. Com o modelo desenvolvido
€ possivel estimar o teor da vitamina em qualquer dia durante o periodo de
armazenamento. As equagdes cinéticas obtidas se aplicam as condi¢gdes em que 0s
iogurtes foram produzidos neste trabalho, porém a forma como foi desenvolvido o
modelo pode ser projetada para situagdes de produgdes industriais. Com relagao as
reacdes de escurecimento, podemos observar que o processo de degradagao da
vitamina C contribui para alteragdo de cor no produto, porém o tratamento térmico é
fator que tem maior contribuicdo na formacéao dos intermediarios da RM. O estudo
destes intermediarios ndo é comumente avaliado em iogurtes, em fung¢ao das préprias
caracteristicas do produto, como o pH mais acido, que nao favorece a reacao de
Maillard. Porém, observamos que uma vez iniciada a RM estes compostos se formam
e aumentam a partir da fermentacéao, provocando alteracao de cor.

O segundo capitulo apresentou uma abordagem académica pautada na
deficiéncia de fibras, inerente da matriz lactea e na recomendacédo da OMS quanto ao
consumo ideal diario de fibras. O trabalho foi desenvolvido em parceria com outros
centros académicos, a Universidade de Araraquara e a USP de Lorena. As fibras
utilizadas na forma de suspensdes coloidais foram produzidas pelo Laboratério de
Bioprodutos e Nanobiotecnologia, na Escola de Engenharia de Lorena (Universidade
de Sao Paulo). O fato delas serem produzidas sob condigdes controladas garante a
reprodutibilidade de suas caracteristicas e o processo de tratamento enzimatico ao
qual a Enzy-CNF foi submetida assegura quanto a seguranga para aplicagdo em
alimentos. Os resultados mostraram que mesmo adicionadas em pequenas
quantidades, as fibras contribuiram com a estabilidade final do iogurte e diminuicao
do efeito de sinérese. As alteragdes na rede proteica foram confirmadas pelas

micrografias dos géis de iogurte.
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Desta forma, o trabalho desenvolvido em dois capitulos independentes
conseguiu abordar assuntos de interesse industrial e académico. Avaliando a
aplicacao de dois compostos bioativos, vitamina C e fibra de celulose, em uma matriz

lactea, o iogurte.
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