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RESUMO

O doce de leite € um derivado lacteo concentrado, com amplo consumo e producdo na
América Latina. No Brasil, devido a extensio territorial e caracteristicas culturais distintas,
ocorrem variagdes nas tecnologias de producio e formulagdo utilizadas na fabricacdo do doce
de leite, como o uso de varidveis quantidades de sacarose. O Regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade de Doce de Leite estabelece um valor maximo de 30 kg de sacarose
por litro de leite na producao do doce. Contudo, as industrias de laticinios ao optarem por uma
rota tecnoldgica que utilize menor concentracdo de sacarose, visando o sabor lacteo mais
pronunciado e um menor gosto doce no produto final, ou até mesmo, atendendo demandas do
mercado para reduzir os teores de acucar nos alimentos, podem se deparar com valores dos
componentes lacteos fora dos parametros exigidos pela legislagdo vigente. Desse modo, o
trabalho objetivou avaliar o efeito da adi¢do de diferentes dosagens de sacarose ao leite
durante a producdo do doce de leite nos atributos de composicdo, rendimento, cor,
viscosidade e sobre marcadores da reacdo de Maillard durante o armazenamento. Para isso,
foram preparados quatro tratamentos alterando o teor de sacarose na formulagdo, foram
realizadas andlises de composi¢ao centesimal (umidade, gordura, cinzas, proteina e lactose) e
fisico-quimicas (teor de sdlidos soliveis, acidez, pH), rendimento, viscosidade, andlise
colorimétrica e indice de escurecimento das amostras. A composi¢ao mineral foi caracterizada
e quantificada por microscopia eletronica de varredura acoplada a espectroscopia de energia
dispersiva, uma técnica alternativa para andlise elementar, contudo buscou-se também a
utilizacdo da espectrometria de absor¢@o atdmica com chama, uma técnica de referéncia para
confirmacao dos resultados encontrados para o teor de cdlcio e magnésio nas amostras. Além
disso, realizou-se andlise para determinagdo dos marcadores da reagdo de Maillard (5-
hidroximetilfurfural, 2-furaldeido, 5-metil-2-furfural e 2-furilmetilcetona) por cromatografia
liquida de alta eficiéncia durante o armazenamento (com sete dias, trinta dias, quarenta e
cinco dias e sessenta dias apds a fabricacdo dos doces). Os resultados obtidos para a
composi¢do centesimal demonstram que, com maior adi¢do de sacarose ao leite na producao
do doce de leite, ocorre aumento do rendimento, redu¢do percentual dos componentes l4cteos,
e consequentemente diminui¢ao do teor de minerais presentes nas amostras. Os parametros de
processo ndo apresentaram diferencga estatistica entre os tratamentos fabricados. Ademais, as
amostras apresentaram mesmo comportamento para os marcadores da reacdo de Maillard
durante estocagem.

Palavras-chave: Doce de leite. Sacarose. Composi¢do. Reacdo de Maillard.



ABSTRACT

Dulce de leche is a concentrated dairy product, widely consumed and produced in Latin
America. In Brazil, due to the territorial extension and distinct cultural characteristics, there
are variations in the production technologies and formulation used in the manufacture of dulce
de leche, such as the use of variable amounts of sucrose. The Technical Regulation of Identity
and Quality of Dulce de Leche establishes a maximum value of 30 kg/L of sucrose in the
production of the sweet. However, the dairy industries, when opting for a technological route
that uses a lower concentration of sucrose, aiming at a more pronounced dairy flavor and a
less sweet taste in the final product, or even, meeting market demands to reduce the sugar
content in foods , are faced with values of dairy components outside the parameters required
by current legislation. Thus, the study aimed to evaluate the effect of adding different sucrose
dosages to milk during the production of dulce de leche on the attributes of composition,
yield, color, viscosity and on markers of the Maillard reaction during storage. For this, four
treatments were prepared, altering the sucrose content in the formulation, analysis of
centesimal composition (moisture, fat, ash, protein and lactose) and physical-chemical
analysis (content of soluble solids, acidity, pH), yield, viscosity , colorimetric analysis and
darkening index of the samples. The mineral composition was characterized and quantified by
scanning electron microscopy coupled with energy dispersive spectroscopy, an alternative
technique for elemental analysis, however the use of flame atomic absorption spectrometry
was also sought, a reference technique for confirming the results found. for the calcium and
magnesium content in the samples. In addition, analysis was performed to determine the
Maillard reaction markers (5-hydroxymethylfurfural, 2-furaldehyde, 5-methyl-2-furfural and
2-furylmethylketone) by high-performance liquid chromatography during storage (with seven
days, thirty days, forty-five days and sixty days after making the sweets). The results obtained
for the centesimal composition demonstrate that, with greater addition of sucrose to milk in
the production of dulce de leche, there is an increase in yield, a percentage reduction in dairy
components, and consequently a decrease in the mineral content present in the samples. The
process parameters showed no statistical difference between the manufactured treatments.
Furthermore, the samples showed the same behavior for the Maillard reaction markers during
storage.

Keywords: Dulce de leche. Sucrose. Composition. Maillard reaction.
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1 INTRODUCAO

O trabalho desenvolvido neste documento é referente ao Mestrado Académico de
Inovacdo (MAI) em alimentos e bebidas, vinculado ao Programa de Pdés Graduagdo em
Quimica da Universidade Federal de Juiz de Fora em parceria com a Fundagdo Arthur
Bernardes (FUNARBE). A matriz alimenticia de interesse, escolhida para a execu¢do do
projeto, foi o doce de leite, visto que a empresa FUNARBE ¢ fabricante do conhecido doce de
leite “Vigosa” e na literatura ainda ¢ um tema pouco discutido. Sabe-se que o doce de leite é
um alimento produzido principalmente na América Latina. No Brasil atualmente encontra-se
o maior parque industrial para a sua producdo (INOVALEITE, 2022). Conforme as
caracteristicas das linhas de processamento empregadas e das expectativas do mercado
consumidor, diferentes tipos de doce sdo fabricados (PERRONE et al., 2011).

Dentre as diferentes possibilidades de fabricacdo do doce de leite, existe um grande
interesse na producdo deste produto com menor adicdo de sacarose (valores inferiores ao
maximo permitido pela legislacdo). A empresa parceira tem a caracteristica de produzir doces
com quantidades menores de sacarose. Isto pode resultar em um produto com gosto doce
menos acentuado, sabor lacteo mais pronunciado, menor valor calérico e aumento da
qualidade nutricional.  Contudo, as industrias e produtores que escolhem essa rota
tecnoldgica, encontram muitas vezes dificuldades legais para a comercializa¢cdo do produto,
uma vez que menores teores de adicdo de sacarose podem aumentar os teores de cinzas no
produto final, podendo atingir valores ndo permitidos pela legislacio (maximo 2,0 % m/m)
em vigor para esse atributo (BRASIL, 1997).

Visando contribuir para a caracterizagdo deste problema tecnolégico e apresentar
dados técnicos e cientificos que possam ser relevantes para as industrias e para 6rgdos de
fiscalizacdo, este trabalho possui como objetivo estudar o efeito do teor de sacarose
adicionado ao leite para a producdo de doce de leite sobre os atributos de composicao,
rendimento de fabricacdo, viscosidade, cor e sobre marcadores do escurecimento nao
enzimatico do produto final. E a partir das cinzas obtidas, caracterizar e determinar os
minerais presentes nas amostras, ainda ndo ha na literatura estudos que demonstrem a
composi¢do mineral em doces de leite experimentais por meio de uma técnica alternativa,
rapida e que ndo necessite de um preparo de amostra. Com o intuito de conhecer e aprender os
métodos de analises e técnicas analiticas utilizados neste trabalho, foi realizado um estudo

teste com doces de leite comercializados em mercados locais de Juiz de Fora/MG.
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2 REFERENCIAL TEORICO

O referencial tedrico abordard os seguintes temas: doce de leite, sacarose, reacdo de
Maillard e as técnicas analiticas empregadas para a caracterizacdo do presente estudo como:
cromatografia liquida de alta eficiéncia, espectroscopia de energia dispersiva e espectrometria

de absorcdo atdmica.

2.1 DOCE DE LEITE

O doce de leite (DL) € um produto lacteo concentrado fabricado em pequenas, médias
e grandes industrias no Brasil, sendo um alimento consumido popularmente, devido ao seu
sabor, textura e aroma caracteristico (PERRONE; STEPHANI; NEVES, 2011). O DL possui
origem sul-americana, tendo o Brasil, Argentina e Uruguai como os principais consumidores
e produtores (LIMA ef al., 2020). No Brasil, Minas Gerais destaca-se como o estado com
mais de 60% da fabricacdao nacional (DURCO et al., 2021).

O DL €é comumente consumido como uma sobremesa lactea, sendo fabricado
tradicionalmente pelo leite, acrescido de agucar, seguido pelo processo de evaporacdo e
cozimento. O produto final possui cor, textura, sabor e aroma desejiveis pelos consumidores,
caracteristicas essas, resultantes principalmente da reacdo de escurecimento niao enzimatico,
conhecida como reacdo de Maillard (RM) (DEMIATE; KONKEL; PEDROSO, 2001).

Todavia, existe uma ampla variabilidade de produtos no mercado brasileiro, pois a
producdo de DL ndo € uniforme e nem padronizada. Isso pode ocorrer pela grande diversidade
cultural em todo territério nacional, existéncia de vdrios tipos de industrias (pequenas, médias
e grandes), assim como diferentes rotas de processamentos tecnoldgicos, distintas
formulacgdes, e auséncia de uma legislacdo atualizada (GAZE et al., 2015; VARGAS et al.,
2021).

O Regulamento Técnico para Fixacdo de Identidade e Qualidade de Doce de Leite
(RTIQDL) foi relatado pela Portaria N° 354 de 4 de setembro de 1997 do Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento e € vigente até os dias atuais para o Mercado Comum
do Sul (MERCOSUL). Na qual, o DL € considerado o produto com ou sem adicao de outras
substancias alimenticias, obtido por concentracdo e acdo do calor a pressao normal ou
reduzida do leite ou leite reconstituido, com ou sem adicdo de sdlidos de origem lactea e/ou

creme e adicionado de sacarose (parcialmente substituida ou ndo por monossacarideos e/ou
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outros dissacarideos). Como componentes obrigatdrios t€ém-se o leite e/ou leite reconstituido e
sacarose no maximo de 30 kg/L de leite (BRASIL, 1997).

A sacarose desempenha func¢do importante em atributos do DL como sabor,
rendimento, consisténcia, brilho e a aderéncia da proteina as superficies do equipamento
(STEPHANI et al., 2019). Contudo, o Ministério da Sadde, em 2018, estabeleceu com os
presidentes de associacdes do setor produtivo de alimentos, a redugcdo do teor de acticar nos
alimentos até 2022 (BRASIL, 2018). Como consequéncia da menor adicdo de agucar, o
conteiido de componentes do leite como gordura, proteina e cinzas podem aumentar no
produto final (PERRONE et al., 2019), isso se deve ao maior fator de concentracdo durante a
evaporagao.

Entretanto, a legislacdo determina que os valores méximos de umidade e cinzas sejam
respectivamente 30,00 e 2,0 g/100 g, o minimo de proteina deve ser 5,0 g/100 g e o conteudo
de matéria gorda deve estar entre 6,00 e 9,00 g/100 g (BRASIL, 1997). Dessa forma, visando
atender a demanda por DL com gosto menos doce ou com menor teor de carboidratos, as
industrias de laticinios podem fabricar produtos com teores de cinzas superiores aos exigidos

pela legislacdo vigente.
2.2 SACAROSE

A sacarose € um dissacarideo, formada através da ligacao dos carbonos anoméricos de
dois monossacarideos (glicose e frutose), na Figura 1 é apresentado a estrutura quimica da

sacarose (FERREIRA et al., 2009).

Figura 1 - Estrutura sacarose.

CH20H CH,OH
0 O
OH HO
OH 0 CH,OH
OH OH

Fonte. Elaborado pela autora (2023).

A sacarose também € popularmente conhecida como agicar de mesa, sendo um
glicidio que estéd presente em diferentes tipos de alimentos, como em graos, vegetais e frutas

(MANHANI et al., 2014). Além disso, € considerado o agticar com mais utilizagdo no mundo
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(BRASIL, 2018), sua extracdo advém de duas importantes fontes naturais, a cana-de-actcar e
a beterraba (FERREIRA et al., 2019). Ademais, a sacarose é usualmente adicionada na
fabricacdo de vdrios produtos alimenticios, entre eles, sorvetes, refrigerantes e doces
(MANHANTI et al., 2014)

No DL, a sacarose € um componente obrigatério (BRASIL, 1997), que pode ser
empregado na sua forma cristal ou refinada (PERRONE et al., 2019). Sua utilizacdo no DL
desempenha papéis fundamentais na textura, no sabor, rendimento e viscosidade final do
produto. Além disso, apresenta vantagens devido a seu custo baixo e elevada disponibilidade
de acesso do consumidor (PERRONE ez al., 2019). A sacarose € um aguicar ndo redutor, logo,
ndo participa da reacdo de escurecimento ndo enzimatico que acontece no DL (PERRONE et
al., 2019).

O teor de acucar adicionado ao doce durante a producdo pelas induastrias de DL varia
de acordo com o objetivo de cada marca, do tipo de doce fabricado, da escolha das
caracteristicas que o alimento oferece aos consumidores, como o doce com mais sabor lacteo
ou com um gosto mais doce (PERRONE et al.,, 2019). Entretanto, muitas fdbricas que se
caracterizam por possuirem um produto com sabor lacteo mais pronunciado encontram-se
fora dos limites estabelecidos pela legislacdo de DL, que vem se mostrando desatualizado
com base nas regionalidades encontradas no Brasil e pela tendéncia de mercado na
consolida¢do da redugdo de agicar adicionado nos alimentos.

O excesso do consumo dos carboidratos pode ocasionar doencas como obesidade e
diabetes, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) sugere que a ingestdo caldrica didria de
acucar nao ultrapasse 10% do total energético didrio (MANHANI et al., 2014), contudo para
obter melhores resultados na saide recomenda-se que o consumo de aguicar seja de no
maximo 5% do consumo total de calorias ingeridas (DI MONACO et al., 2018). De acordo o
Ministério da Saude, 61,3% da populacdo no Brasil consome excessivamente agucar. Dessa
forma, foi registrado um compromisso do ministério juntamente com o setor produtivo de

alimentos para a diminuicdo de agicar nos alimentos (BRASIL, 2018).

2.3 COMPOSICAO MINERAL DO LEITE

O leite é composto principalmente por proteinas, gordura, lactose e minerais. A parte
mineral representa cerca de 0,8% dos constituintes no leite de vaca. Na fracdo salina do leite
sdo encontrados cétions (cédlcio, magnésio, sodio e potdssio) e anions (fosfato inorgénico,

citrato e cloreto), a faixa de concentracdo desses principais minerais no leite de vaca ¢é
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mostrada na Tabela 1 (GAUCHERON, 2005). O conteddo mineral do leite ndo € sempre
constante, pois € influenciado por vdrios fatores, como estidgio de lactacdo, estado

nutricional do animal, fatores ambientais e genéticos (CASHMAN, 2006).

Tabela 1 - Composicao mineral do leite de vaca.

Mineral Concentracio (g.L) Concentra¢io (mmol.kg™!)
Cdtion

Calcio 1040-1280 26-32

Potassio 1210-1680 31-43

Sédio 350-600 17-28

Magnésio 100-150 4-6
Anion

Fosfato inorganico 1800-2180 19-23

Citrato 1320-2080 7-11

Foéstoro total 930-1000 30-32

Cloreto 780-1200 22-34

Fonte: Adaptado de (LUCEY & HORNE, 2022).

No leite, os sais estio distribuidos entre as fases soluvel (aquosa) e coloidal (micelar)
(ORDONEZ et al., 2005). Sendo que, os fons potassio, sédio e cloreto estdo essencialmente
presentes na fase aquosa, tendo uma baixa concentra¢do na fase coloidal (GAUCHERON,
2005). Enquanto os demais ions (cdlcio, fosfato inorganico, magnésio e citrato) encontram-
se mais fracionados entre as duas fases (GAUCHERON, 2005). Estima-se que dois ter¢os do
calcio total, metade do fosfato inorgénico, um terco do magnésio e cerca de 10% do citrato
estdo na fase coloidal (GAUCHERON, 2005). Na Tabela 2, é apresentada a particdo dos

minerais entre as fases soltvel e micelar.

Tabela 2 - Concentracdo dos minerais entre as fases solivel e coloidal.

Mineral Fase Soluvel (%) Fase Coloidal (%)
Calcio 31 69

Potassio 94 6

Sédio 95 5

Magnésio 53 47

Fosfato inorganico 47 53

Citrato 14 86

Cloreto 95 5

Fonte: Adaptado de (LUCEY & HORNE, 2022).



23

Os ions na parte soluvel do leite ocorrem associados ou livres, conforme as constantes
de associacdo ou afinidade entre cdtions e anions, e também das solubilidades dos sais
formados (GAUCHERON, 2005). Na Tabela 3 ¢ mostrado o resultado de concentragdes
obtidas a partir da realizagdo de cdlculo tedrico para os cdtions e anions livres ou associados
entre si na fase soldvel do leite em pH 6,75 a 20-25 °C, segundo Mekmene et al. (2009). E
possivel verificar que o cdlcio solivel se apresenta em trés formas distintas: principalmente
associado ao citrato, como fon livre e associado, em menor grau, ao cloreto e fosfato
inorganico (mistura de HoPO4 e HPO4*). O fosfato de célcio apresenta baixa concentragio
devido a sua baixa solubilidade na fragdo aquosa do leite. Os fons sédio, potdssio e cloreto
estdo presentes principalmente como ions livres, contudo, encontram-se em uma pequena

parte associados ao citrato, fosfato inorganico e cloreto (MEKMENE et al., 2009).

Tabela 3 - Concentragdes tedricas de minerais (mM) na fase soldvel do leite em pH 6,75 a 20-

25 °C.
Ton complexado

Anion Ton livre Ca* Mgt Na* K*
Cit* 0,17 6,04 1,79 0,02 0,03
H>PO4 3,65 0,07 0,02 0,05 0,08
HPO,* 3,67 0,60 0,67 0,51 0,69
PO4* 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00
Cr 27,80 0,24 0,09 0,34 0,58
fon livre - 2,12 1,14 20,90 36,26

Fonte: Adaptado de (MEKMENE et al., 2009).

Os minerais do leite ndo sdo fontes de energia, mas contribuem para diversas funcoes
vitais no corpo. O sddio é o cation extracelular predominante € mantém a pressdo osmotica
dos fluidos extracelulares (VAHCIC et al., 2010). Juntamente com o potdssio, ele atua para
manter a distribuicio adequada da dgua corporal e da pressdo sanguinea, e também ¢é
importante na manuten¢do adequada do equilibrio dcido-base e na transmissdao dos impulsos
nervosos (JONHSON, 2010). Além disso, o sodio ativa algumas enzimas como a amilase
(BELITZ et al., 2004).

O cloreto € o principal anion extracelular e € essencial na manutencdo do equilibrio
hidroeletrolitico (CASHMAN, 2011). O potassio é o principal cation intracelular, ocorrendo
na célula em uma concentragdo superior a 30 vezes sua concentracio no liquido extracelular
(CASHMAN, 2011). O potéssio extracelular contribui para a transmissdo dos impulsos

nervosos, para o controle da contracdo do miusculo esquelético e para a manutencdo da
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pressdo arterial (CASHMAN, 2011). A deficiéncia de potdssio estd associada a vdérios
sintomas como fadiga, reflexos lentos, fraqueza muscular e pele seca (BEITZ et al., 2004).

Em circunstancias normais, ndo ocorre deficiéncia dietética de sédio, potdssio ou
cloreto, mas o corpo pode ficar sem sdédio e cloreto em condi¢des extremas, por exemplo,
transpiracao intensa, diarreia cronica ou doenca renal (CASHMAN, 2011). A deplecdo de
potdssio pode ocorrer no corpo em condicdes onde ha grandes perdas alimentares ou renais
(CASHMAN, 2011). Requisitos minimos de sddio, potdssio e cloreto (por exemplo, 500,
2.000 e 750 mg.dia‘l, respectivamente, em adultos) foram estabelecidos (CASHMAN, 2011).
O leite de vaca contribui pouco para a ingestdo dietética de s6dio, mas alguns produtos
lacteos, como queijo e manteiga, contém adi¢do de sal e podem ser fontes significativas de
sodio em alguns paises (CASHMAN, 2011).

Do total de célcio no corpo, 99% € encontrado nos ossos e dentes, onde estd presente
na forma de fosfato de cdlcio, proporcionando for¢a e estrutura (CASHMAN, 2011). O 1%
restante, € encontrado em fluidos extracelulares e estruturas intracelulares, sendo responsédvel
por uma série de funcdes reguladoras, como manuten¢do do batimento cardiaco normal,
coagulacdo sanguinea, secre¢do hormonal, integridade das substancias, contragdo da
musculatura e ativacdo de enzimas (CASHMAN, 2011). A ingestdo didria recomendada de
célcio € de cerca de 1.000 a 1.300 mg para adultos, mulheres gravidas e lactantes, 1.300 mg
para adolescentes e 1.200 mg idosos (PADOVANI et al., 2006). Leite e derivados sao
importantes fontes de célcio; sendo que 600 mL de leite correspondem a 720 mg de célcio (ou
seja, 60% a 80% da ingestao didria recomendada) (GAUCHERON, 2011). Assim, os produtos
lacteos contribuem com mais da metade de cdlcio na dieta humana (POINTILLART,
GUEGUEN, 2004; FLYN, 1992; FLYN & CASHMAN, 1997).

O fosforo € considerado um nutriente essencial na vida dos seres humanos e
desempenha virias fungdes bioldgicas importantes (VAHCIC et al, 2010), sendo um
componente essencial de muitas moléculas bioldgicas, incluindo lipidios, proteinas,
carboidratos e 4cidos nucleicos; e desempenha um papel central no metabolismo
(CASHMAN, 2011). Associado ao cdlcio, como fosfato de célcio, € um componente
estrutural importante dos ossos e dentes (CASHMAN, 2011). Como o fésforo esta presente
em quase todos os alimentos, geralmente ndo ocorre deficiéncia de fésforo na dieta
(GAUCHERON, 2011). O leite de vaca e produtos lacteos (como queijo e iogurte) sdo boas
fontes dietéticas de fésforo, estudos demonstram que em paises ocidentais esses alimentos

contribuem de 30 a 45% na ingestao total de fésforo (CASHMAN, 2011).
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O magnésio tem um papel essencial em uma ampla variedade de processos
fisiologicos, incluindo metabolismo de proteinas e 4cidos nucleicos, transmissdao
neuromuscular e contragdo muscular, crescimento e metabolismo 6sseo e regulagdo da
pressdo sanguinea, além de atuar como cofator para muitas enzimas (CASHMAN, 2011). A
deficiéncia dietética de magnésio € incomum, exceto em condi¢des de desnutricio grave e
certos estados de doenca, o que pode alterar o metabolismo do cdlcio e seu hormdnio
regulador (LUKASKI, 2004; CNS, 2001). Apesar de sua concentragdo ser relativamente
baixa, os produtos lacteos podem ser considerados fontes desse mineral, pois 600 mL de leite
fornecem 65 mg, correspondendo a cerca de 16% da dose didria recomendada
(GAUCHERON, 2011).

Através das cinzas, um residuo remanescente da queima da matéria organica em forno
mufla a 550 °C € possivel obter uma indicacdo da quantidade de minerais presentes em um
alimento (CHEUNG & MEHTA, 2015). Sais e cinzas sdo denominagdes distintas, pois o
processo de incineragdo que o leite € submetido causa a perda de dcidos organicos, como
citrato e acetato (WALSTRA, 2006). Além disso, o fosforo organico e o enxofre sdo
transferidos para os sais inorginicos (WALSTRA, 2006), pode haver ainda vaporizacio de
compostos voladteis, como o cloro (FOX; MCSWEENEY, 1998). Dessa forma, a

quantificac@o das cinzas € um indicador do conteido mineral do leite.

2.4 REACAO DE MAILLARD

A RM ¢ uma importante reacdo de escurecimento ndo enzimatico que ocorre nos
alimentos e em organismos vivos (glicacdo), com influéncia em aspectos quimicos,
nutricionais, toxicoldgicos, sensoriais e organolépticos (BASTOS et al., 2011; MEHTA &
DEETH, 2016). Em 1912, Louis-Camille Maillard descreveu a reagdo ao observar o
escurecimento e formagdo de aroma durante a sintese de um peptideo, logo, a reacdo foi
batizada de reacdo de Maillard (FRANCISQUINI et al., 2017). A RM consiste em uma série
de reacOes em cascata que se inicia principalmente através da acdo do calor e armazenamento
prolongado dos alimentos, o que ocasiona a formacao de compostos que geram aroma, sabor e
cor (BASTOS et al., 2011; FRANCISQUINI ef al., 2017). A reagdo se processa em trés
estagios: inicial, intermedidrio e final FRANCISQUINI et al., 2017).

No estdgio inicial ocorre a condensacdo do grupo carbonila do agucar redutor com o
grupamento amino livre de aminodcidos, peptideos ou proteinas, através do ataque

nucleofilico do par de elétrons do nitrogénio do grupo amino, formando a base de Schiff
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(composto instavel) e liberacdo de dgua. Subsequente, a base de Schiff sofre rearranjos e
transforma-se em um composto com mais estabilidade, conhecido como produto de Amadori
(agucar aldose) ou produto de Heyns (agucar cetose). Esses produtos formados sdo estaveis,
incolores e ndo possuem fluorescéncia ou absorcdo na regido ultravioleta (BASTOS et al,
2011; BRIAO et al., 2011; FENNEMA, 2010; MEHTA & DEETH, 2016).

A RM prossegue no estdgio intermedidrio com a fragmentacdo dos produtos de
Amadori ou produtos de Heyns de acordo com o pH do meio, que ird desencadear reagdes
como desidratacdo, enolizacdo e retroaldolizacdo. Nessa etapa, pode haver a formagdo de
compostos dicarbonilicos, produtos da degradacdo de Strecker, redutonas, furfural (pentose),
e uma hexose amplamente conhecida por 5-hidroximetilfurfural (HMF) (BASTOS et al.,
2011; BRIAO ef al.,, 2011; FENNEMA, 2010; MEHTA & DEETH, 2016). Diferente do que
ocorre no estigio inicial, no estdgio intermedidrio os compostos gerados sao fluorescentes e
com capacidade de absor¢do da radiacdo na regido ultravioleta (NOOSHKAM; VARIDI;
BASHASH, 2019).

No estagio final da RM, os compostos originados na etapa intermedidria reagem entre
si se polimerizando com residuos de lisina ou arginina em proteinas, que levam a formagao de
uma substancia polimérica nitrogenada, de cor marrom e com elevada massa molecular (até
cerca de 100,00 g.mol'), as chamadas melanoidinas (MEHTA & DEETH, 2016). Estes
pigmentos fornecem alteracdo de cor aos produtos alimenticios, sendo desejaveis ou
indesejaveis pela industria (BASTOS et al., 2011; BRIAO et al., 2011; FENNEMA, 2010).

Os principais fatores que influenciam na RM sao: temperatura, pH, atividade de dgua,
natureza do carboidrato, natureza do aminodcido (PERRONE et al., 2019). Em temperaturas
mais baixas a RM ocorre com velocidade mais lenta (armazenamento do produto) e em
temperaturas altas, com maior velocidade (aquecimento do produto) (FRANCISQUINI ez al.,
2017). A RM ¢€ favorecida em pH mais alcalino, sendo sua velocidade maxima entre pH 9 e
10 (CARNEIRO et al., 2021). A atividade de 4dgua (entre 0,4 e 0,8), favorece a RM, uma vez
que a atividade de dgua muito baixa diminui a mobilidade dos reagentes e, em contrapartida,
valores muito altos fazem com que ocorra a dilui¢do dos reagentes (LUND & RAY, 2017).

A natureza do carboidrato também é um fator que afeta a RM devido a reatividade,
para participar da reacdo o actcar deve ser redutor; sendo que as pentoses sao mais reativas,
seguidas das hexoses e dissacarideos (BERTRAND et al,, 2018). O tipo de aminoécido
envolvido implica diretamente na facilidade de ocorréncia da RM, a lisina € um aminoécido
de alta reatividade, por apresentar grupo amino épsilon livie (DAMODARAN et al., 2008;
FRANCISQUINTI et al., 2017). A compreensdao dos fatores que afetam diretamente a RM ¢é
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essencial para a producao de DL, pois a cor almejada depende das caracteristicas desejadas
pelo mercado consumidor.

Através dos compostos gerados durante a RM € possivel monitorar a extensdo da
reacdo, o que possibilita averiguar a intensidade do processamento térmico aplicado, e a
reducdo do valor nutricional de aminodcidos essenciais como a lisina (PERRONE et al,
2019). Entre estes compostos estdo: a furosina, carboximetilisina e derivados furfurais
(RUFIAN & DELGADO, 2009a; RUFIAN; DELGADO; MORALES, 2009b; CHARISSOU
AMEUR; ARAGON, 2007).

O 5-hidroximetilfurfural (HMF) € o furfural mais estudado, por ser um dos produtos
intermedidrios mais estdveis. Pode ser formado em produtos licteos durante os processos
térmicos e armazenamento prolongado. Quando o pH do meio € menor que 7, as principais
moléculas formadas na fase intermedidria da RM sdo os furfurais, produtos da via de 1,2-
enolizacdo. Se o agucar inicial for uma hexose o produto dominante serd o HMF e se for uma
pentose seré o furfural (F). Outros furfurais, como 2-furaldeido (F), 5-metil-2-furfural (MF) e
2- furilmetilcetona (FMC), s3o formados em temperaturas ligeiramente mais altas. Esses
furfurais conforme mostrados na Figura 2, podem ainda ser formados por meio de vias de
interconversdo a partir do HMF, em estdgio avancado da RM ou sob condicdes de
aquecimento mais intenso e armazenamento de longa duracio (CHAVEZ-SERVIN;
CASTELLOTE; LOPEZ-SABATER, 2005; FERRER et al., 2000, ERBERSDOBLER &
SOMOZA, 2007).

Figura 2 - Estrutura dos furfurais. (A) 5-hidroximetilfurfural (HMF), (B) 2-furaldeido (F), (C)
5-metil-2-furfural (MF) e (D) 2- furilmetilcetona (FMC).

(A) (B) © (D)
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Fonte. Elaborado pela autora (2023).
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2.5 TECNICAS ANALITICAS

As técnicas analiticas empregadas neste estudo para identificacdo e quantificacdo dos
marcadores quimicos da reagdo de Maillard e composi¢do mineral em doce de leite sao

apresentadas nos topicos seguintes.

2.5.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ou da sigla em inglés mais
comumente conhecida por HPLC (High Performance Liquid Chromatography), € uma técnica
analitica de separacdo amplamente aplicada, sendo muito utilizada no controle de qualidade
nas industrias farmacéutica e alimenticia e no controle ambiental (GIKA, 2016). A CLAE usa
alta pressdo para forcar a fase mével e um analito através de uma coluna fechada com
particulas de tamanho de micron, a coluna cromatografica, que constituem a fase estaciondria
proporcionando eficientes separacdes (GIKA, 2016). A instrumentagdo da CLAE é composta
tipicamente por componentes como: fase movel/reservatorio de solvente, sistema de
bombeamento de solvente, dispositivo de injecio de amostra, compartimento de coluna,
detector, coleta de dados e sistema de saida, processamento de eluente pds-detector
(LACOURSE, 2017). Na Figura 3 € mostrado esquematicamente o sistema de instrumentacao

da CLAE.

Figura 3 - Representacdo esquemadtica CLAE. (a): Compartimento de solvente; (b): bomba;
(c): porta de injecao de amostra ou injetor automético; (d): compartimento da coluna; (e):

detector(es); (f): registro e processamento de dados; (g): processador de desperdicio.

(d) (e) i?

Fonte. Adaptado de (GIKA, 2016).
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E possivel utilizar uma variedade de colunas, contudo, a grande maioria das colunas
utilizadas sdo de octadecil esférico poroso (C18), particulas de silica funcionalizadas de 3-5
mm de didmetro, enquanto outras incluem octil (C8), fenil-hexil e fases modificadas por
amina. As fases méveis incluem uma ampla gama de solventes orginicos e misturas de
tampao (GIKA, 2016). A deteccao de analitos eluidos pode ser obtida por um tnico detector
(UV-Vis, fluorescéncia, espectrometria de massas, indice de refracdo, etc.) ou por varios
detectores conectados em série (CAMPfNS—FLACC) et al., 2019).

Na CLAE, os constituintes da amostra sdo separados a medida que migram através da
coluna em diferentes velocidades e eluem do sistema em tempos diferentes. Os analitos
participam de uma interacdo entre a fase estaciondria e a fase mdvel. Os analitos que sdo
fortemente retidos na fase estaciondria eluem em tempos maiores, enquanto os analitos que
ndo interagem fortemente migram mais rapidamente e eluem em menor tempo através do
sistema (COLLINS, 2009; BORGES et al., 2010). O mecanismo de separacdo é governado
pela selecdo da fase estaciondria. Os dois principais mecanismos de separagdo utilizados sdo
através da fase normal e fase reversa (GIKA, 2016).

Na fase normal, analitos se dividem entre uma fase estaciondria polar (por exemplo,
silica) e uma fase moével de baixa polaridade (por exemplo, hexano, cloroférmio ou
diclorometano), dessa forma, os analitos apolares eluem rapidamente, enquanto analitos
polares interagem fortemente com a fase estaciondria, eluindo posteriormente. J4 na fase
reversa, onde as polaridades sdo invertidas, sendo a fase estaciondria menos polar que a fase
moével. Os analitos polares permanecem principalmente na fase mdével, mostrando pouca
atracdo para a fase estaciondria e eluem mais rdpido. E os analitos apolares sdo retidos pela
fase estaciondria possuindo tempo de reten¢do maiores (GIKA, 2016). A cromatografia
liquida de fase reversa é o modo mais amplamente aplicado, em grande parte devido a sua
natureza mais robusta e a sua compatibilidade com amostras aquosas, como amostras e
extratos biolégicos, ambientais e de alimentos (MAJORS, 2019).

Técnicas cromatogréficas t€ém sido amplamente empregadas para separar, identificar e
quantificar o HMF em alimentos, melhorando a seletividade na andlise de amostras
complexas (MARTINS ez al., 2022). Na literatura sdo encontrados trabalhos que empregaram
a cromatografia liquida em diferentes modos de deteccdo, para determinar o HMF em
amostras lacteas. A cromatografia com detector UV-Vis foi utilizada em alimento para bebé
(PRATA et al., 2021) e em doce de leite (BARRERA et al., 2021), além da quantificacao de
quatro furanos (HMF, furfural, FMC e MF) em férmula infantil em p6 (LUND et al., 2022) e
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em férmulas licteas (CHAVEZ-SERVIN; CASTELLOTE; LOPEZ-SABATER, 2005). O
detector de espectrometria de massas foi explorado para determinar o HMF em conjunto com
outros analitos em produtos lacteos (leite fermentado, reconstituido, pasteurizado e UHT, leite

em po e iogurte) (CUI et al, 2020) e para detec¢do rdpida do HMF em doce de leite
(IMPERIALE et al., 2021).

2.5.2 Espectroscopia de energia dispersiva de raios-X

A espectroscopia de energia dispersiva de raios-X (EDS, EDX ou XEDS), também
chamada de espectroscopia de andlise de energia dispersiva de raios-X (EDXA) ou
espectroscopia de microandlise de energia dispersiva de raios-X (EDXMA) (ISMAL et al.,
2019), utilizada acoplada ao microscopio eletronico de varredura (MEV), € uma técnica que
permite visualizar e obter a composicao da superficie de amostras de interesse. A técnica de
EDS foi introduzida como uma alternativa para a realizacdo de andlise elementar no final dos
anos 60, sendo empregado como uma técnica de microanalise (VIEIRA et al., 2021). O MEV
€ um equipamento que possibilita obter a imagem ampliada e tridimensional da amostra
estudada (FERRER-ERES et al., 2010).

O MEV utiliza um feixe de elétrons de alta energia que interage com o material da
amostra e um raio-X caracteristico € gerado, dessa forma o EDS detecta o raio-X
caracteristico (MCCARTHY et al., 2020). Na Figura 4, é mostrado que quando este feixe de
elétrons entra em contato com a amostra, o elétron incidente ejeta um elétron da camada
interna de um dos dtomos da amostra, deixando-a vaga. Como este € um estado instdvel, um
elétron da camada externa cai para preencher a vacancia. No entanto, esse elétron tem a
energia da camada externa, sendo muito maior do que a permitida para a camada interna.
Portanto, o excesso de energia é emitido na forma de raios X, que tém uma energia igual a
diferenca de energia entre as camadas interna e externa. Como cada elemento tem uma
diferencga de energia tnica entre as camadas interna e externa, o raio-X emitido é chamado de

raio-X caracteristico (NGO, 1999).
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Figura 4 - Esquema de funcionamento da técnica de EDS.
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Fonte. Adaptado de (MORITA, 2018).

A andlise através do MEV-EDS consegue identificar quais elementos estdo presentes
na superficie de um material a partir das energias de pico de raios-X caracteristicas do
espectro de raios-X adquirido, permitindo a realizagdo de uma avaliacdo quimica qualitativa e
semiquantitativa, dado que a andlise acontece na superficie da substincia, desse modo ¢
gerado uma estimativa da concentragao dos elementos presentes (MORITA, 2018; VIEIRA et
al., 2021). Sendo assim, ¢ importante haver um cuidado com a topografia da amostra que se
deseja analisar, quanto mais plano e polido estiver a amostra, melhor serd o resultado
semiquantitativo (DUARTE et al., 2003; DEDAVID et al., 2007).

A técnica de EDS tem a vantagem de oferecer rapidez para analises qualitativas e
semiquantitativas, estudos na literatura tem mostrado a utilizacdo do EDS para a andlise de
macroelementos em solo e em plantas, apds um preparo da amostra IVANOV et al., 2019),
além de andlises para identificar quantidade de cal virgem em amostras de solo argiloso
tratado (MORETTI et al., 2020), assim como a caracterizacdo de amostras de carvao e cinzas
(ZENG et al., 2016), para o controle de contaminantes em alimentos de forma geral, de
acordo com sua capacidade de sinal para analitos de baixas concentragoes (SHARMA &
BHARDWALI, 2019). Tal técnica também foi utilizada em produtos lacteos, como para a
determinagdo rdpida de minerais em leite em pd desnatado (MCCARTHY et al., 2020);
formulas infantis de leite em p6 (PAPACHRISTODOULOU et al., 2018); para identificacdo e
quantificagdo da composi¢do dos elementos minerais nas cinzas de leite cru (DE PAULA et
al., 2021); identificagdo de célcio como principal constituinte dos pontos brancos em doce de

leite (CAMPOS et al., 2022).
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2.5.3 Espectrometria de absorcio atomica

A Espectrometria de Absor¢do Atomica ou Atomic Absorption Spectrometry (AAS) é
uma técnica na qual 4tomos gasosos livres absorvem radiacdo eletromagnética em um
comprimento de onda especifico para produzir um sinal mensurdvel (IVANOVA, 2005). O
sinal de absor¢do é proporcional a concentragdo desses dtomos absorventes livres no caminho
optico (FERNANDEZ et al., 2018). Portanto, para medicoes de AAS, o analito deve ser
primeiro convertido em dtomos gasosos, geralmente pela aplicacdo de calor a uma célula
chamada atomizador (HILL, 2017). O tipo de atomizador define as duas principais técnicas
analiticas baseadas em AAS: chama (FAAS) e eletrotérmica (ETAAS) ou forno de grafite
(GFAAS) (AMORIM, 2008). Em ambos os casos, as amostras liquidas (ou dissolvidas) sao
facilmente introduzidas no analisador, como um aerossol no caso do FAAS ou como volumes
bem pequenos no ETAAS (FERNANDEZ et al., 2018).

Um espectrometro de absor¢do € um equipamento que permite andlise quantitativa de
elementos metdlicos, ele consiste em quatro partes principais como € mostrado na Figura 5:
uma lampada (fonte de luz), um atomizador (uma chama ou um dispositivo eletrotérmico)
onde os dtomos gasosos da amostra sdo produzidos , um seletor de comprimento de onda para
isolar a luz especifica absorvida e um detector e sistema de leitura para detectar e quantificar a
intensidade da luz que passa pela fenda de saida do seletor de comprimento de onda (HILL &
FISHER, 2017; FERNANDEZ et al., 2018).

Na andlise de rotina por AAS, a luz de um comprimento de onda adequado e uma
determinada intensidade I, passa através da nuvem de atomos livres do analito contido no
caminho (L) de absor¢c@o dentro de um atomizador (FERNANDEZ et al., 2018). Os atomos
livres do analito absorvem a radiacdo eletromagnética deste comprimento de onda especifico
(FERNANDEZ et al., 2018). A intensidade I (também chamada de luz transmitida) que
emerge do atomizador dependerd de I,, do comprimento do caminho O&ptico L, da
concentracdo dos dtomos do analito e da transi¢ao atdomica particular medida (FERNANDEZ

et al., 2018).
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Figura 5 - Representacdo esquematica AAS. (i) uma lampada (geralmente emitindo linhas
espectrais), (i1) um atomizador (uma chama ou um dispositivo eletrotérmico) onde os 4tomos
gasosos da amostra sdo produzidos, (iii) um seletor de comprimento de onda para isolar a luz

especifica absorvida e (iv) um detector e sistema de leitura.

(i) Lampada (i) Atomizador (iii) Seletor de (iv) Detector e
comprimento . sistema de
L de onda leitura
<—>

[ ARG e >

Fonte. Adaptado de (FERNANDEZ et al., 2018).

Na literatura, estudos mostram a utilizagdo da AAS para andlise de elementos nutricionais e
toxicos em amostras alimenticias, como a determinagdo de cdlcio, cobre, ferro, magnésio e zinco em
amostras de leite pasteurizado da regido do Vale do Paraiba por FAAS (SOARES et al,
2010); determinagdo de calcio em amostras comerciais de queijos Minas Padrdo através da
FAAS (PEREIRA et al., 2018); determinagdo de Ca, Mg, Mn ¢ Zn em amostras de leite de
bufala da Ilha de Marajé por FAAS (JUNIOR et al, 2009); determinagdo de zinco em
amostras de iogurte por meio da FAAS (BRANDAO, 2010).
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3 OBJETIVOS

Os objetivos do trabalho foram separados em objetivo geral e objetivos especificos.

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho visa estudar a influéncia da adi¢ao de diferentes teores de sacarose
na producdo de doce de leite sobre os atributos de composicao centesimal, mineral e fisico-
quimica, além dos parametros de cor, rendimento, viscosidade e marcadores quimicos da

reacdo de Maillard no produto final.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Dentre os objetivos especificos do trabalho, estdo:

a) produzir quatro diferentes formulacdes de doce de leite variando o teor de sacarose

(15%, 20%, 25% e 30% m/m) sobre a massa de leite;

b) realizar andlise de umidade, gordura e cinzas dos doces de leite comerciais e

experimentais;

c) realizar andlise de teor de sélidos soliveis (°Brix), viscosidade, acidez, pH e

colorimetria nos doces de leite comerciais e experimentais;

d) realizar andlise de rendimento das amostras de doces de leite experimentais;

e) caracterizar os minerais presentes nas cinzas dos doces de leite comerciais e

o

experimentais utilizando o microscopio eletronico de varredura (MEV) acoplado

espectroscopia de energia dispersiva (EDS);

f) determinar cdlcio (Ca) e magnésio (Mg) por espectrometria de absor¢ao atdmica

com chama (FAAS) nos doces de leite experimentais;
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g) determinar os marcadores da RM por cromatografia liquida de alta eficiéncia nas

amostras de doces de leite experimentais em diferentes dias de estocagem.



36

4 MATERIAL E METODOS

Neste topico serdo apresentados os materiais e métodos que foram empregados para a

realizag¢do do estudo proposto.

4.1 AQUISICAO DOS DOCES DE LEITE COMERCIAIS

Foram adquiridas seis amostras de DL pastoso, de diferentes marcas brasileiras,

obtidas dos comércios locais da cidade de Juiz de Fora/MG.

4.2 ANALISE DOS DOCES DE LEITE COMERCIAIS

Foram analisados os atributos composicionais, como umidade, gordura e cinzas para
as diferentes marcas obtidas no mercado. Assim como, foram realizadas também analises
fisico-quimicas destes doces de leite comerciais. Todas as andlises foram realizadas em
duplicata. A partir da obtencdo e quantificacdo das cinzas, foi feita a caracterizacdo dos
minerais presentes em cada DL através do MEV/EDS. A Figura 6 apresenta o delineamento

experimental realizado.

Figura 6 - Delineamento experimental para as amostras de doces de leite comerciais.
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Fonte. Elaborado pela autora (2023).

Legenda. °Brix: teor de sélidos soliveis; EDS: espectroscopia de energia dispersiva.
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4.3 FABRICACAO DOS DOCES DE LEITE EXPERIMENTAIS

Foram fabricados doces de leite na Universidade Federal de Juiz de Fora no
Departamento de Quimica - Laboratério de Quimica e Tecnologia (QUIMTEC). Os doces
foram produzidos no simulador de processos (Thermomix®). No simulador de processos,
foram adicionados leite (massa total), bicarbonato de sddio e aguicar (de acordo com cada
tratamento mostrado na Figura 7). Apds a mistura, iniciou-se o processo de evaporacdo, sob
agitacdo até o teor de sélidos soliveis atingir valores entre 68-70 °Brix, o final da evaporacdo
foi determinado através do uso de um refratdmetro. Logo apds, o produto foi envasado em
frascos de vidro.

Na Figura 7, estd representado o fluxograma da fabricacdo dos doces de leite
experimentais (n=3). O leite utilizado nas produgdes continha respectivamente, 11,92 +
0,05% m/m de extrato seco total (EST); 3,21 + 0,02% m/m de gordura; 4,69 + 0,02% m/m de
lactose; 3,34 + 0,02% m/m de proteina; 0,15 £ 0,01% m/m de acidez; 6,70 + 0,01 de pH; 0,79
+ 0,01% m/m de cinzas. Foram realizados quatro tratamentos distintos, sendo que em todos os
tratamentos apenas o teor de agucar foi variado em 15%, 20%, 25% e 30% (m/m) sobre a
massa de leite (1,5 kg), a concentracdo de bicarbonato de sédio foi padronizada para 0,1%
(m/m) sobre a massa de leite. Os quatro tratamentos foram denominados: T15 (Leite + 15%
(m/m) de sacarose + bicarbonato de sédio), T20 (Leite + 20% (m/m) de sacarose +
bicarbonato de sédio), T25 (Leite + 25% (m/m) de sacarose + bicarbonato de sédio) e T30
(Leite + 30% (m/m) de sacarose + bicarbonato de sédio). Todos os tratamentos foram
produzidos na temperatura de 110 °C, sendo que o tempo em minutos (min) das fabricacdes
foi: 148 + 21 min para T15; 143 + 20 min para T20; 140 + 18 min para T25; 120 £ 17 min
para T30.

Foram realizadas em duplicata as andlises dos atributos composicionais, fisico-
quimicos, colorimetria e marcadores da RM com 7 dias; 30 dias; 45 dias e 60 dias de
producdo. Além disso, realizou-se também a caracterizacdo do teor de minerais pela técnica
de MEV-EDS através das cinzas obtidas dos doces produzidos experimentalmente. Realizou-
se, também, andlise de célcio e magnésio nas amostras experimentais através da técnica de

espectrometria de absor¢do atdbmica com chama.
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Fonte. Elaborado pela autora (2023).

Legenda. T15 (15% m/m de sacarose sobre a massa de leite); T20 (20% m/m de sacarose sobre a
massa de leite); T25 (25% m/m de sacarose sobre a massa de leite); T30 (30% m/m de sacarose sobre

a massa de leite); °Brix: teor de sélidos soluiveis.
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4.4 FATOR DE CONCENTRACAO

O fator de concentra¢do (FC) foi calculado conforme a equagdo 1, para avaliar em
quantas vezes a concentragdo dos constituintes do leite foi aumentada em cada tratamento

fabricado (PERRONE et al., 2019).

TSLD

Equacao 1: FC = —

Onde, TSLD = teor de soélidos laticos no doce de leite; TSLL = teor de sélidos laticos

no leite.

4.5 DETERMINACAO DOS ATRIBUTOS CENTESIMAIS E FISICO-QUIMICOS

As andlises de composicdo centesimal e fisico-quimicas dos doces de leite comerciais

e produzidos foram realizadas em duplicata e seguiram metodologias ja descritas.

4.5.1 Umidade

Para os doces experimentais o teor de umidade foi avaliado pelo método classico
gravimétrico, através da secagem em estufa por 105 °C durante seis horas de aquecimento da
amostra, até massa constante. As andlises foram realizadas em duplicata. Enquanto que para
os doces comerciais, a determinacdo da umidade ocorreu utilizando a balanca de

infravermelho para umidade.

4.5.2 Gordura

A determinagdo do teor de lipideos foi realizada pelo método de Gerber. Foi preparado
uma solucdo de doce de leite, pesando 20 g de amostra diluido em 100 mL de dgua. Neste
método ha separacdo e quantificagdo da gordura através do tratamento da amostra com éacido

sulftrico e dlcool isoamilico. A leitura € realizada na escala graduada do butirdmetro apds
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centrifugacdo e imersdao em banho-maria. O valor lido é multiplicado por cinco, devido a

diluicao da amostra e resulta na concentracao de gordura encontrada no produto.

4.5.3 Cinzas

As cinzas ou residuo mineral fixo (RMF) foram determinados em forno mufla a 550
°C pelo método AOAC. Para o procedimento inicialmente aqueceu-se o cadinho em forno
mufla Quimis®, modelo Q318M21 a 550 °C durante 30 minutos, em seguida apds esfriar em
dessecador, o cadinho foi pesado (mi). A balanc¢a analitica Shimadzu®, modelo AY220 foi
tarada e pesou-se 2 g de amostra e a seguir o cadinho com amostra (mg) foi levado ao forno
mufla a temperatura de 550 £ 10 °C. A incinerag¢do ocorreu por 5 horas ou até obter cinzas
totalmente brancas. Por fim, o cadinho foi retirado da mufla e deixado a esfriar no dessecador.
Logo apods, pesou-se e registrou-se a massa obtida (mz). O residuo mineral fixo € calculado

através da equacao 2 (BRASIL, 2014):

Equagéo 2: 9%RMF = (m; ~m,) x 100

my

4.5.4 Proteina

A andlise de proteinas foi realizada por laboratério terceirizado. A andlise foi feita

baseada na ISO8968-1.

4.5.5 Lactose

A andlise de lactose foi realizada por laboratdrio terceirizado. A anélise foi feita

baseada na IAL, 2008.

4.5.6 Carboidratos totais

O teor de carboidratos foi calculado pela diferengca matematica entre os outros

componentes composicionais analisados para o doce de leite.
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4.5.7 Sacarose

A sacarose em cada doce foi determinada através do calculo da diferenca entre a

concentracdo de carboidratos totais e lactose.

4.5.8 Teor de solidos solaveis

A andlise do teor de solidos soliveis foi realizada por refratometria através do
refratdmetro digital HI96801. A leitura foi realizada em temperatura de (22 °C) e o resultado

foi expresso em °Brix.

4.5.9 Viscosidade aparente

A viscosidade aparente foi determinada utilizando o viscosimetro rotacional marca

Quimis® e modelo Q860M21.

4.5.10 Acidez

A acidez foi determinada pelo método da acidez tituldvel (titulacdo de solucao de doce
de leite com solugdo de hidréxido de sédio 0,1 mol.L"! com fenolftaleina como indicador)
(BRASIL, 2013b). A metodologia consistiu em pesar 5 g de amostra, adicionar 50 mL de
dgua morna (50 °C) e homogeneizar. Logo apds, adicionou-se dez gotas de solucdo de
fenolftaleina a 1% (m/v) e titulou com a solu¢do de hidréxido de sédio 0,1 mol.L! até
aparecimento de coloracdo rosea persistente por aproximadamente 30 segundos. A acidez em

porcentagem de 4cido latico € dada pela equacdo 3:

Vxfx09

Equacio 3: % &cido latico =

Onde,
V = volume de solugdo de hidréxido de sédio 0,1 mol.L! gasto na titulagdo, em mL;
f = fator de corregdo da solugio de hidréxido de sédio 0,1 mol.L;

m = massa da amostra, em gramas.



42

4.5.11 pH

As medidas de pH foram feitas com pHmetro portitil, marca GEHAKA® e modelo
PG1400.

4.5.12 Colorimetria

Os parametros de cor da escala CIELab (L*: luminosidade que varia de O (preto) a 100
(branco), a* e b*: coordenadas de croma (—a* = verde, +a* = vermelho, —b* = azul e +b* =
amarelo), C*: croma, h.: angulo) foram definidos pelo medidor colorimétrico, marca
KONICA MINOLTA e modelo CR-400. O indice escurecimento ou browning index (BI) foi
determinado a partir das medidas dos parametros CIELab (BUERA et al., 1986), segundo a

equacao 4:
- _ X—0,31
Equacio 4: Bl = 100x ( T )
Onde. X = (a* + 1,75L%)

(5645 +a*—3,012b%)

4.6 CARACTERIZACAO DO TEOR DE MINERAIS DAS CINZAS DO DOCE DE LEITE
PELA TECNICA DE MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA
ACOPLADA A ESPECTROSCOPIA DE ENERGIA DISPERSIVA

Visando obter uma melhor topografia da amostra para as andlises de composicao
mineral, foi inicialmente preparado pastilhas de cada amostra de cinzas obtidas dos doces
comerciais e experimentais. As cinzas foram maceradas com o auxilio do almofariz e pistilo,
logo apds, aproximadamente 0,5 g de amostra foi comprimida por uma pressao de 10
toneladas por 5 minutos em um pastilhador. Em seguida da preparagdo das pastilhas, a mesma
foi adicionada ao microscopio eletronico de varredura (TM 3000, Hitachi) acoplado a um
sistema de espectroscopia de energia dispersiva de raios-X (Quanta, Bruker). Foram efetuadas
cinco leituras em lugares distintos de todas as amostras, objetivando caracterizar a
composi¢do mineral das cinzas de cada doce. Com o valor do RMF obtido pela analise em

forno mufla e com a concentragdo em peso de cada elemento obtida pelo EDS, foi possivel a
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quantificacdo da propor¢do de cada mineral em g/100 g nas amostras de doce de leite (DE

PAULA et al., 2021), utilizando a equagdo 5:

~ g 0 RMF
: — = es0 X —
Equagao 5 To0g Yo p ™

4.7 DETERMINACAO DE CALCIO E MAGNESIO NAS AMOSTRAS DE DOCE DE
LEITE PRODUZIDAS POR ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA COM
CHAMA

Para verificar a presenca de cdlcio e magnésio nas diferentes amostras de DL
fabricadas, utilizou-se a técnica de espectrometria de absor¢do atdmica apds um preparo de
amostra. Todos os dados analiticos foram gerados pelo software Sollar e tratados no software

Microsoft Excel®.
4.7.1 Abertura das amostras

As amostras foram abertas em método via seca, por meio da pesagem de 0,1000 g de
cada amostra de DL (T15, T20, T25 e T30) em cadinhos de porcelana em balanga analitica
Shimadzu® modelo AY 220, em seguida os cadinhos foram colocados em forno mufla marca
Quimis®, modelo Q318M21 a 550 °C por 3 horas. As cinzas obtidas da incinera¢do foram

ressuspendidas com soluc¢do de 4cido nitrico 2% (v/v) em baldo volumétrico de 50 mL.
4.7.2 Determinaciao analitica

Foram realizadas curva de calibragcdo para os elementos cdlcio e magnésio. Sendo que
a curva padrdo de calcio foi preparada com solucio padrdo de 0 a 16 mg.L™!, e a curva padrio
de magnésio foi preparada com solugio padrio de 0 a 1,8 mg.L.

Logo em seguida a abertura, para a determinacdo de Ca e Mg, as amostras foram
analisadas por espectrometria de absor¢do atdmica com chama (FAAS). O equipamento
utilizado foi o espectrometro de absorcao atdmica de marca Thermo Scientific®, sendo que as
condicdes empregadas foram: chama de 6xido nitroso — acetileno com fluxo de 4,5 L.min™,

altura do queimador em 8,1 mm e comprimento de onda de 422,6 nm para o cdlcio; chama de
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ar comprimido — acetileno com fluxo de 1,1 L.min"!, altura do queimador em 7,0 mm e

comprimento de onda de 285,2 nm para o magnésio.

4.8 QUANTIFICACAO DOS MARCADORES DA REACAO DE MAILLARD NAS
AMOSTRAS DE DOCES DE LEITE

A presenca de HMF, F, FMC e MF nas amostras de DL produzidas variando o teor de
sacarose foi avaliada em diferentes tempos de estocagem (sete, trinta, quarenta e cinco e
sessenta dias apds a producdo). Para identificar e quantificar foi utilizado o método
desenvolvido por Pinto (2023) que verificou a presenca desses marcadores em amostras
comerciais de doces de leite. A taxa de recuperacdo foi calculada para a aplicacdo desse
método. Curvas analiticas foram construidas para determinar a concentracdo dos marcadores
em todas as andlises. Todos os dados analiticos foram gerados pelo software Waters

Empower™ e tratados no software Microsoft Excel®.

4.8.1 Parametros cromatograficos

Os analitos (HMF, F, FMC e MF), foram separados e quantificados utilizando um
sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa marca Waters, modelo
1525, detector UV-Vis (PDA — Photodiode Array Detector). A andlise foi feita em modo de
eluicdo gradiente, conforme Tabela 4, com uma fase mével composta de dgua e acetonitrila
(ACN) na propor¢do inicial de (95,5: 4,5) dgua: ACN, mantendo vazdo constante de 1
mL.min"!. A separacdo cromatografica empregou uma coluna Waters Spherisorb (150 mm x
4,6 mm; tamanho de particula de 3 um), a 30 °C. O volume de injecao foi de 20 uL e HMF, F,
FMC e MF foram detectados a um comprimento de onda de 284 nm (PINTO, 2023).

Tabela 4 - Modo de elui¢cao gradiente aplicado para determina¢do dos marcadores da RM.

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).
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4.8.2 Reagentes

Todos os reagentes, sendo eles os padrdes, S-hidroximetilfurfural, 2-furaldeido, 5-
metil-2-furfural e 2- furilmetilcetona e acetonitrila utilizados foram de grau analitico marca

Sigma-aldrich®.

4.8.3 Preparo de amostra para determinar os furfurais livres

Pesou-se 1 g de DL, e preparou-se a solucdo em baldo volumétrico de 10 mL com
dgua ultrapura. Uma aliquota de 1 mL foi retirada e diluida com 200 pL de dgua ultrapura que
foi misturada no vértex por 20 segundos. Em seguida, 300 puL de dcido tricloroacético (TCA)
55% (m/v) foi adicionado e misturado 20 segundos no vortex e posterior centrifugacio por 10
minutos. Logo apéds, 500 pL do sobrenadante foi coletado e misturado novamente pelo vortex
com 100 pL de dgua ultrapura e 300 pL de TCA. As amostras foram centrifugadas por 20
minutos ¢ o sobrenadante foi coletado e filtrado em filtro 0,22 um, para posterior injecdo no

HPLC-UV/PDA como descrito por Pinto (2023).

4.8.4 Taxa de recuperacao

Para determinar a recuperacdo, amostras de DL foram fortificadas com as
concentracdes conhecidas de HMF (1,00 ug/L), F (0,41 pg/L), FMC (0,41 ug/L), e MF (0,41
pg/L) (PINTO, 2023). A recuperagado foi expressa como a razdo percentual conforme equagao

6.

Equagﬁo 6: Recupera(;ﬁo (%) _ C (amostra adicionada)— C{amostra) <100

C (tedrica do analito adicionado)

Onde, C € concentragao.

4.9 ANALISES ESTATISTICAS

As andlises estatisticas do teste Tukey em um nivel de significincia 0,05 foram
realizadas por meio do software R® versdo 4.1.2. As andlises de correlacdo de Pearson (r) em
um nivel de significancia 0,05 foram realizadas através do software SigmaPlot 12.0. As

andlises de estatistica descritiva foram realizadas pelo software Microsoft Excel®.
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S RESULTADOS

Os resultados obtidos neste estudo sdao apresentados em dois grandes blocos: doces de

leite comerciais e doces de leite experimentais.

5.1 ANALISE DOS DOCES DE LEITE COMERCIAIS

A seguir s@o apresentados os resultados obtidos neste estudo para as amostras de doces

de leite do mercado a partir das andlises realizadas.

5.1.1 Analises composicionais e fisico-quimicas

Os valores obtidos para parametros composicionais e fisico-quimicos de seis marcas
diferentes de doces de leite comerciais sdo apresentados na Tabela 5, com a estatistica

descritiva dos dados.

Tabela 5 - Resultados dos pardmetros analisados para as amostras de doces de leite

comerciais.
Umidade Gordura Cinzas Viscosidade Acidez
(2.100g")  (g.100g") (g.100 g7) Brix Aparente (mPa.s) (% E/g:;ado pH

A 2991+024 7,0+0,1 18+0,1 664+0,5 14506,5+1305,5 0,45+0,01 5,67 +£0,00
B 31,04+£0,12 6,5+08 19+0,1 658=+0,1 11323,0+216,0 0,32 +£0,02 6,17 +£0,00
C 3394+£0,11 75%£0,0 20+0,1 63,1+0,1 12216,5+1856,5 0,36+0,02 5,88+0,01
D 30,84+0,33 63+03 1,6+0,1 66,0+0,1 10246,0 +975,0 0,29+£0,00 6,21 +0,00
E 21,79+0,56 68+0,8 1,7+0,1 757+0,0 11952,0+117,0 0,31 £0,01 6,17 +£0,00
F 2641+1,10 63+03 1,601 692+04 101850555 0,33 £0,01 6,07 £ 0,00

Média Geral 29,03 6,71 1,8 67,7 11738,3 0,34 6,03
Valor Maximo 34,04 7,50 2,0 75,7 15812,0 0,45 6,21
Valor Minimo 21,23 6,00 1,6 63,0 9271,0 0,28 5,67
Amplitude 12,81 1,50 0.4 12,7 6541,0 0,17 0,54
Desvio padrao 4,15 0,62 0,1 42 1854,8 0,05 0,20
Erro padrio da média 1,20 0,18 0,0 1,2 5354 0,02 0,06
Coeficiente de variacido (CV) 14% 9% 8% 6% 16% 16% 3%

Fonte. Elaborado pela autora (2023).

Observa-se que os parametros fisico-quimicos (°Brix, viscosidade, acidez e pH)
tiveram valores de coeficientes de variagdo (CV) entre 3 e 16%. Como esses parametros nao
sdo exigidos na legislacdo, podem possuir alteragdes de fabrica para fabrica, pois cada
inddstria tem seu método de processamento, formulagdo e caracteristicas de produtos

desejados.
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Ja os valores dos atributos gordura e cinzas mostraram que todas as marcas de doces
de leite comerciais atenderam aos padrdes estabelecidos pela norma vigente, a qual é de 6,0 a
9,0% (m/m) para o teor de gordura e de no maximo 2,0% (m/m) para as cinzas. Demiate et al.
(2001) avaliaram a qualidade de amostras comerciais de doce de leite pastoso e verificaram
que os valores de cinzas distantes do esperado para o produto, poderiam estar relacionados
com algum tipo de fraude. O estudo reflete que quando se obtém valores baixos de cinzas
significa que o produto gerado utilizou baixa concentracdo de leite ou matérias-primas lcteas
e, para valores altos de cinzas, ocorreram excessivos acréscimos de sais ao doce. Turcatel et
al. (2014) investigaram o padrdo de identidade e qualidade do doce de leite pastoso e 0s
resultados para o teor de residuo mineral fixo demonstraram que todas as amostras analisadas
estavam dentro do limite imposto pela legislagdo. Contudo, as amostras apresentaram valores
diferentes entre elas, e inferiu-se que o menor valor encontrado de cinzas nos doces analisados
era uma sugestdo de uma concentracdo de leite diferente nas formulagdes, considerando que a
quantidade de cinzas é diretamente proporcional a presenca de leite no doce de leite. Os
autores ressaltam, ainda, que o uso de bicarbonato de s6dio e outros sais na fabricacdo do
doce de leite podem ocasionar alteracdes nos valores de cinzas das amostras.

As amostras das marcas B, C e D analisadas ndo cumpriram com o requisito de no
maximo 30,00% (m/m) de umidade no produto. O parametro de umidade foi o que obteve
maior CV entre os atributos da legislacdo, essa faixa observada se deve as diferencas de
metodologias de produgdo empregada por cada industria, como a RTIQDL exige um méiximo
de umidade tem-se abertura para essa variagdo encontrada no mercado, com produtos com
21,79% m/m de umidade como a marca E e doces com 29,91% m/m como a marca A.
Demiate et al. (2001) e Francisquini et al. (2017) em seus estudos também encontraram
valores de umidade fora dos padrdes vigentes, deixando evidente a falta de padronizacido no
mercado nacional.

Através dos dados encontrados realizou-se andlise de correlacdo de Pearson entre as
variaveis estudadas no trabalho, e os resultados que obtiveram correlagdes fortes (r>0,80) e

significativas (p<0,05) sdo apresentados na Tabela 6.



48

Tabela 6 - Correlacao entre os atributos analisados para as diferentes marcas comerciais.

Variaveis Correlaciao (r) Valor da significancia (p)*
Umidade x °Brix -0,99 0,00
pH x Acidez -0,97 0,00
Viscosidade x pH -0,84 0,04
Viscosidade x acidez 0,98 0,02

Fonte. Elaborado pela autora (2023).

*Valores de p<0,05 possuem correlacdo significativa e valores de p>0,05 ndo possuem correlagio

significativa.

Verifica-se pela Tabela 6 que a umidade e °Brix tem forte correlagdo inversa
significativa (o que ja era esperado devido ao conhecimento para producao de doce de leite).
As varidveis pH e acidez, e pH e viscosidade também possuem forte correlacdo inversa
significativa, ao contrario do que ocorre para viscosidade e acidez que se correlacionam de
maneira direta, forte e significativamente.

Como o pH e a acidez s@o propriedades que dependem da composi¢ao do leite, do
processamento (devido a acidez total desenvolvida durante essa etapa), da adi¢do de
ingredientes como o bicarbonato de s6dio (NaHCO3), e essas alteracdes normalmente nao
possuem padronizacdo entre as empresas, esses fatores podem estar influenciando na
correlagdo obtida entre esses parametros para as amostras de mercado analisadas. O NaHCO3
€ utilizado na produ¢do do DL como um regulador de acidez, ele diminui a acidez inicial do
leite e neutraliza a acidez total desenvolvida através do aquecimento, além disso, reage com o
acido latico neutralizando-o, formando dgua, gas carbdnico e lactato de s6dio (PERRONE et
al., 2019). Como ndo ha uma concentracio estabelecida de NaHCOs3 que deve ser utilizada
nas fabricagdes, cada laticinio pode adotar a quantidade que melhor satisfaga seu produto,
contudo, é recomendado que boas praticas de fabricacdo sejam adotadas.

Ja € sabido na literatura que o pH afeta a conformacdo das proteinas influenciando na
viscosidade, como Souza (2013) relatou o pH afeta a forca que a desnaturagdo proteica ocorre
e segundo Aradjo (2004) a desnaturagdo proporciona maior viscosidade ao alimento.
Contudo, como as analises sdo de doces de leite comerciais, variaveis distintas como o
processo de fabricacdo e a formulagdo podem também estar relacionados com a mudanca de
viscosidade do produto, o que fica evidenciado pelo Quadro 1, onde consta a lista de

ingredientes dos doces.
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Quadro 1 - Lista de ingredientes apresentada no rétulo dos doces de mercado.

Marcas Lista de Ingredientes

Leite integral, acicar, regulador de acidez bicarbonato de sddio e conservador
sorbato de potéssio.
Leite integral, acucar, xarope de glicose de milho e conservador sorbato de

B ..
potassio.
C Leite integral, acticar e conservador sorbato de potdssio.
Leite integral, aguicar, xarope de glicose de milho, amido de milho modificado,
D citrato de sédio, regulador de acidez bicarbonato de sédio e conservador sorbato de
potéssio.
E Leite, acticar, amido de milho, enzima lactase, regulador de acidez bicarbonato de

sodio e conservador sorbato de potassio.
F Leite pasteurizado, acicar, xarope de glicose e conservador sorbato de potdssio.

Fonte. Elaborado pela autora (2023).

Ingredientes como a glicose, o amido e a enzima lactase encontrados em algumas das
marcas analisadas sdo empregados na fabricacdo e aumentam a viscosidade do produto final.
A glicose é capaz de formar um complexo de proteina — dextrose (altamente hidratado),
ocasionando um aumento da viscosidade do produto, o amido empregado na fabricacdo do
DL absorve dgua do meio, o que tende a aumentar a viscosidade (PERRONE et al., 2019).
Enquanto a utilizacdo da enzima lactase ou beta-D-galactosidade tem extrema importancia
industrial devido sua acdo sobre a lactose, que promove a ruptura da ligacdo glicosidica,
liberando glicose e galactose (dois monossacarideos com caracteristicas diferentes do agucar
de origem) (PERRONE et al., 2019). Uma modificacdo observada no processo de fabricacdo
do DL com uso da lactase é o aumento da viscosidade do produto final, pois com a hidrélise
ha formagdo de glicose que forma um complexo de proteina — dextrose (PERRONE et al.,
2019). Entao, sdo necessdrios estudos mais aprofundados para inferir corretamente a causa da
forte correlacdo inversa significativa entre pH e viscosidade. Pelo pH e a acidez se
correlacionarem inversamente, essa correlacdo foi estendida para a correlacdo obtida para

acidez e viscosidade diretamente.

5.1.2 Caracterizacao mineral das cinzas obtidas dos doces de leite comerciais

Na Figura 8, sdo apresentados o perfil dos mapeamentos de superficies por MEV-EDS

das amostras de cinzas dos doces de leite comerciais. A analise pela técnica de EDS mostrou a
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presenca dos principais minerais constituintes do leite nas cinzas das amostras dos doces de

mercado. Observa-se a presenca de Na, Mg, P, Cl, K e Ca na amostra analisada.

Figura 8 - Anadlise das cinzas em MEV-EDS do doce de leite comercial A. (A) Espectro dos
elementos presentes na amostra; (B) Imagem em magnificacdo de 500x das cinzas; (C)

Graéfico da porcentagem em peso de cada elemento presente na amostra analisada.

) Spectrum2

A

0 02 0.4 06 08 1 3
Full Scale 1250 cts Cursor: 4.274 (18 cts) keVi

Weight %

ThMG030 0088 20220315 1820 H  D10.12500 200pm

Fonte. Elaborado pela autora (2023).

Com os valores em porcentagem (%) peso de cada elemento obtido através do EDS,
calculou-se com auxilio da equagio 5 (DE PAULA et al., 2021) a concentracdo em g.100 g’
de cada elemento nas amostras de doces de leite encontradas no mercado local. Os resultados
obtidos para a concentracdo de cada mineral estdo apresentados na Tabela 7 para cada uma

das seis amostras estudadas.
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Tabela 7 - Composi¢cao mineral das amostras de doces comerciais.

Na (g.100g?) Mg (g100gh) P (g100g?h) Cl(g100g’) K(g100g? Ca(g.100g"

Marcas

A 0,09 +0,03 0,02 £ 0,01 0,17+0,06 022+0,09 0,26 +0,12 0,20 + 0,08
B 0,13 +0,05 0,04 £0,01 0,26 £0,04  0,03+0,02 0,10 +0,04 0,24 +0,08
C 0,13 £0,02 0,03 +0,01 0,22+0,03 0,14+0,09 0,15+0,09 0,18 £0,02
D 0,12 + 0,04 0,02 +0,01 0,21 +0,07  0,09+0,06 0,16 +0,09 0,25£0,11
E 0,11 +£0,01 0,02 +0,01 0,19+£0,01 0,12+£0,06 0,19 +0,05 0,20 £0,03
F 0,12 +0,02 0,02 +0,01 0,17+0,04 0,07+0,02 0,14+0,01 0,19 £0,02
Média Geral 0,12 0,02 0,20 0,10 0,16 0,21
Valor Maximo 0,18 0,05 0,30 0,31 0,38 0,36
Valor Minimo 0,06 0,01 0,11 0,01 0,06 0,12
Amplitude 0,12 0,04 0,19 0,30 0,32 0,24
Desvio padrao 0,03 0,01 0,05 0,08 0,08 0,06
Erro padrao da média 0,01 0,00 0,01 0,02 0,02 0,02
Coeficiente de variagdo 25% 57% 25% 77% 50% 30%

Fonte. Elaborado pela autora (2023).

Segundo a Tabela 7, ocorre uma variacao na quantidade de minerais entre as amostras
comerciais analisadas, de 0,06 a 0,18 g.100 g'; 0,01 a 0,05 g.100 g'; 0,11 a 0,30 g.100 g
1:0,01 a 0,31 g.100 g!'; 0,06 a 0,38 g.100 g!;0,12 a 0,36 g.100 g para sédio, magnésio,
fosforo, cloro, potéssio e cdlcio respectivamente. O elemento Cl apresentou maior coeficiente
de variagdo entre todos os elementos analisados nos doces de leite comerciais, podendo inferir
que houve vaporizacdo do cloro durante o processo de incineracdo em forno mufla a 550 °C.

Gaze et al. (2015) determinou por espectrometria de emissdo atdmica os minerais
sodio, cdlcio, potdssio e fosforo em doces de leite comerciais, através das suas andlises
também observaram diferencas entre as amostras, variando o sédio de 0,12 a 0,16 g.100 g'l;
cdlcio de 0,28 a 0,40 g.100 g!; potéssio de 0,19 a 0,36 g.100 g'; fésforo de 0,14 a 0,24 £.100
g’l. Ao relacionar os valores obtidos na literatura com os encontrados neste trabalho, tdm-se
que o soédio, fosforo, célcio e potdssio estdo dentro da faixa de concentracio reportada. Vale
ressaltar, que a espectroscopia de energia dispersiva é uma técnica semiquantitativa, sendo
assim, apresentou bons resultados quando comparada a espectrometria de emissdo atdomica
(técnica quantitativa).

Além disso, diferencas na composicdo mineral podem ser atribuidas ha fatores
relacionados aos animais (genética, alimentacdo, sazonalidade), composi¢do da matéria prima
utilizada na fabricacdo e ingredientes utilizados na formulacio do doce de leite (SMIT, 2000).
De acordo com o Quadro 1, todos os doces analisados neste trabalho continham sorbato de
potdssio e alguns tinham na lista de ingredientes o bicarbonato de sédio, € um possuia citrato
de so6dio esses sais vdo ser acréscimos no teor de cinzas obtido de cada DL e

consequentemente podem influenciar na presenca de sodio e potdssio encontrado nas amostras
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de doces de leite comerciais analisadas. Gaze et al. (2015) observaram que o teor de sddio

encontrado nas amostras comerciais analisadas ndo era apenas proveniente do leite, como

também do bicarbonato de sédio utilizado como coadjuvante de fabricagao.

5.1.3 Analise de cor dos doces de leite comerciais

Foi determinado através da andlise colorimétrica os valores dos parametros de cor (L*,

a*, b*, C*, hy) do espago CIELab, a Tabela 8 apresenta os resultados obtidos nesta avaliacao

para as amostras comerciais de DL.

Tabela 8 - Resultados da analise de colorimetria dos doces de leite comerciais.

L* a* b* C* hap BI

Marcas

A 45,15 8,97 22,43 24,15 68,21 81,30
B 47,46 9,27 23,81 25,56 68,72 81,97
C 52,66 7,42 24,79 25,87 73,34 72,29
D 49,45 6,12 20,98 21,85 73,74 63,08
E 4591 8,02 21,67 23,11 69,69 75,08
F 49,53 5,96 21,36 22,17 74,41 63,97
Meédia Geral 48,36 7,63 22,50 23,78 71,35 72,95
Valor Maximo 52,66 9,27 24,79 25,87 74,41 81,97
Valor Minimo 45,15 5,96 20,98 21,85 68,21 63,08
Amplitude 7,51 3,31 3,81 4,03 6,20 18,89
Desvio padrio 2,76 1,40 1,50 1,70 2,78 8,17
Erro padrao da média 1,13 0,57 0,61 0,69 1,13 3,34
Coeficiente de variagdo 6% 18% 7% 7% 4% 11%

Fonte. Elaborado pela autora (2023).

Legenda. L*: luminosidade; -a*: verde; +a*: vermelho, -b*: azul; +b*: amarelo; C*: croma; ha:

angulo; BI: indice de escurecimento.

Os dados obtidos demonstram que os parametros de cor tiveram uma baixa variagao

entre todas as amostras de mercado analisadas, 6%, 18%, 7%, 7%, 4% e 11% para L*, a*, b*,

C*, hab, respectivamente. Isto se deve provavelmente por serem doces comercializados e

fabricados em uma mesma regido, que seguem as caracteristicas desejaveis pelos

consumidores locais.

Ao comparar os dados obtidos com os ja relatados na literatura temos que valores

médios encontrados para L* entre 45 e 52, estdo abaixo dos obtidos por Ferreira et al. (2012)

L* entre 53,41 e 59,60, préximos dos resultados de Ferreira et al. (1989) L* =47 e de Gaze et
al. (2015) L* entre 48,59 e 62,18, acima dos verificados por Pauletti et al. (1992) L* entre 31

e 42 e Ranalli ef al. (2011) com L* entre 36,4 e 44,4. Com relagdo ao parametro b*, os



53

valores observados neste estudo foram de 20 a 24, que se encontram préximos dos dados
17,28 a 28,08; 17,89 a 27,70; 12,32 a 21,37, 16,9 a 25,4; de Ferreira et al. (2012), Gaze et al.
(2015), Ferreira et al. (1989) e Ranalli et al. (2011), respectivamente. E abaixo dos valores
encontrados (25,44 a 36,23) por Pauletti er al. (1992). Contudo, a cor do DL se diferencia
pelas regides do Brasil e demanda do mercado por cada produto, dessa forma, alteragdes da
cor nos diferentes trabalhos podem ser perceptiveis.

Verifica-se pela Tabela 8 que todos os valores de a* e b* foram positivos,
representando a cor vermelha na coordenada de croma a* e a cor amarela na coordenada
croma b* no espaco tridimensional, e junto com o valor de 48,36 da média geral de
luminosidade das amostras, é possivel visualizar a cor dos objetos utilizando o espaco de
cores CIELab (espaco de cores tridimensional construido a partir de trés eixos

perpendiculares entre si) como mostrado na Figura 9 (BEETSMA, 2020).

Figura 9 - Espaco de cores para a média geral das amostras de mercado analisadas.

’/‘ Ama];e\o Ven'nflho \ Média geral:
S : - L*: 48,36 a*: 7,63 b*: 22,50

[ = o| \L"‘.
Matiz C If(\h‘ /Qna//j hab: 71’35 C*ab :23’78

\-.\ Verde ————& — — Azl /
. b/

Fonte. Adaptado de (KORIFI et al., 2013).

A partir desses parametros medidos com o colorimetro pode-se obter através da
equacdo 3, o indice de escurecimento (BUERA er al, 1986) das amostras. Esse indice
relaciona uma mudanga para a cor marrom (MOHAPATRA et al., 2010), ou seja, quanto
maior o valor de BI mais elevado o grau de escurecimento da amostra.

Observa-se pela Tabela 8, que o BI teve variacdo de 11% entre as amostras analisadas,

tendo valor entre 63,08 a 81,97, com média geral de 72,95. As amostras com maior indice de
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escurecimento sdao as marcas B e A, seguidas das amostras E e C e com menor BI t€ém-se os
produtos D e F. As diferencas entre as amostras com relacdo ao parametro de cor
provavelmente se devem as diferencas na composi¢do dos aguicares, bem como as mudancas
de tempo, temperatura e pressdo, de acordo com o protocolo de cada industria (OLIVEIRA et

al., 2009). E apresentado na Figura 10, as fotografias dos doces de leite comerciais analisados.

Figura 10 - Doces de leite comerciais das marcas A, B, C, D, Ee F.

Fonte. Elaborado pela autora (2023).

5.2 ANALISE DOS DOCES DE LEITE EXPERIMENTAIS

Nesta se¢do sdo apresentados os resultados obtidos das andlises das amostras de doces

de leite experimentais, variando o teor de sacarose em cada tratamento.

5.2.1 Analises composicionais e fisico-quimicas

Os resultados das anélises de composi¢do centesimal das amostras de DL fabricadas

experimentalmente com variacdo no teor de sacarose adicionado (T15, T20, T25 e T30),

assim como o teste de comparacdo de médias segundo Tukey sdo apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9 - Resultados dos parimetros centesimais dos doces de leite experimentais (n=3).”

Amostras’* Umidade Gordura Cinzas Proteina Lactose Sacarose Ca.rboidratos
(2.100 gV (2.100g) (g.100g") (2100g") (g.100g!) (g.100g")  Totais (g.100 g
T15 2764 £054 85 £0,1 22 +0,1 84 0,1 122 =01 41,1 £05 533 0,5
T20 2734 +0.24 7,2b 03 1,8b +0,1 7,3b +0,1 10,8b +0,1 45,6b 06 56,4b +0,6
T25 2795 037 62 £03 15 +02 63 0,1 84 +01 497 07 581 +0,2
T30 2793 + 1,04 5,5diO,1 1,3di0,1 5,6diO,1 8,1di0,1 51,5di 1,0 59,6di0,8

Fonte. Elaborado pela autora (2023).

Legenda. ¢ Médias seguidas da mesma letra na mesma coluna, ndo diferem significativamente entre
si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. *Valores de médias + desvio padrdo. ** Amostras: T15
(15% m/m de sacarose sobre a massa de leite), T20 (20% m/m de sacarose sobre a massa de leite),
T25 (25% m/m de sacarose sobre a massa de leite) e T30 (30% m/m de sacarose sobre a massa de

leite).

Todas as diferentes formulacdes de DL possuem valores de umidade dentro do padrao
estabelecido pelo RTIQDL, que permite para esse parametro um maximo de 30,00 g.100 g
O mesmo ocorre para o teor proteico encontrado nos quatro tratamentos experimentais, sendo
exigido um minimo de 5,0 g.100 g''. Contudo, é observado que para os atributos gordura e
cinzas tém-se produtos fora das normas vigentes, que define o valor de matéria gorda entre
6,0 e 9,0 g.100 g' e o teor mdximo de cinzas em 2,0 g.100 g!. Milagres et al. (2010)
encontraram resultados superiores (9,5 g.100 g!) para gordura ao fabricar DL com
edulcorantes. A amostra T30, que é a formulacdo com maior teor de sacarose adicionada,
possui um valor de gordura de 5,5 g.100 g, que é inferior ao permitido pela legislacdo.
Enquanto a amostra T15, DL produzido com a menor concentracdo de sacarose tem valor de
cinzas superior ao exigido pelo RTIQDL. Silva et al. (2020) ao produzir DL também obteve
concentracdo percentual de cinzas superior ao permitido pela legislacio vigente.

Para a fabricacdo de DL admite-se a utilizacdo de bicarbonato de sédio e outros sais,
como o sorbato de potdssio, o que pode elevar o valor obtido de cinzas do produto em
questdo. Entretanto, nesse trabalho os quatro tratamentos de DL foram produzidos com a
mesma quantidade de bicarbonato de sddio, na literatura autores relatam que baixos teores de
cinzas podem demonstrar que foi utilizado pouco leite ou outras matérias lacteas na
fabricacdo do doce. Sendo assim, a andlise do teor de cinzas em DL é um importante
indicador da presenca de leite no produto analisado (GONCALVES et al, 2014;
GUIMARAES et al., 2012; PASSOS et al., 2013).
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Através da andlise estatistica é possivel verificar que a umidade ndo teve diferenca
significativa (p>0,05) entre as amostras produzidas experimentalmente, confirmando a
execucdo da metodologia proposta no trabalho. Garcia et al. (2008) ao avaliar o efeito de
substitutos de acticar como a polidextrose, frutose e sorbitol no DL substituindo 50% do
acucar por esse mix, ndo encontrou diferenca significativa entre a producgao tradicional e o DL
com substitui¢do. Os demais componentes centesimais apresentaram diferenca significativa
(p<0,05) entre as producdes T15, T20, T25 e T30, sendo possivel observar que a gordura,
cinzas, proteina e lactose diminuiram com o acréscimo de aguicar na producdo de DL. Esse
resultado comprova a hipétese inicial deste estudo, que com a redugdo do teor de aguicar na
formulacao de DL haveria o aumento percentual de componentes do leite.

N3ao hd na regulamentagdo parametro para o teor de carboidratos no DL, entretanto, os
valores médios obtidos entre os tratamentos analisados foram diferentes (p<0,05), menor
valor encontrado para a sacarose final e os carboidratos totais foi respectivamente de 41,1
2.100 g'e 53,3 2.100 g! do T15, seguido de 45,6 g.100 g' e 56,4 g.100 g! do T20, de 49,7
2.100 g e 56,4 g.100 g! do T25 e 51,5 g.100 g! e 56,4 .100 g do T30. J4 os valores de
lactose foram maiores em T15, seguido de T20, T25 e T30, corroborando com a ideia da
reducdo de sacarose implicar no aumento dos constituintes ldcteos no DL e na redugdo de
carboidratos totais. Foram relatados na literatura valores de 55,1 e 56,6 g.100 g! no estudo de
Moreira et al. (2009) sobre DL com reduc¢do de lactose, enquanto Silva et al. (2009) obteve
valores de 57,80 e 60,72 g.100 g! em sua avaliagdo de DL light com e sem hidrdlise, Silva et
al. (2020) produzindo DL obteve valor de carboidratos de 46,7 a 52,2 g.100 g\.

A Tabela 10 apresenta os resultados dos parametros de processamento das quatro
formulacdes preparadas experimentalmente, seguidas do teste de comparacdo de médias de

Tukey.
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Tabela 10 - Resultados dos parametros de processo das amostras experimentais de doces de

leite (n=3)."

At T | e Lo S aparte mPas) it o
T15 148 21 2,75 028 709 +04 83988 £357.8 0,18 £0,05 6,61 +0,10
T20 143 £20 232 +0.30 705 0,5 87721 £2530 0,18 £0,04 6,58 0,14
T25 140 + 18 1,99 %035 710 04 88973 £6346 0,17 £001 653 +0,06
T30 120 + 17 177 £0,15 70,1 £09 92822 +860,6 0,19 £0,04 6,56 +0,05

Fonte. Elaborado pela autora (2023).

Legenda. ¢ Médias seguidas da mesma letra na mesma coluna, ndo diferem significativamente entre
si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. *Valores de médias + desvio padrdo. **Amostras: T15
(15% m/m de sacarose sobre a massa de leite), T20 (20% m/m de sacarose sobre a massa de leite),
T25 (25% m/m de sacarose sobre a massa de leite) e T30 (30% m/m de sacarose sobre a massa de

leite).

Observa-se através da Tabela 10 que o tempo de evaporagdo, teor de sdlidos soluveis,
viscosidade aparente, acidez e pH ndo possuem diferenca significativa (p>0,05) entre os
quatro tratamentos, evidenciando que houve uma padroniza¢do da produgdo. A determinagdo
do ponto no DL pode ser realizada através do teor de s6lidos soluveis no final da fabricacao
do produto, sugerindo o grau de concentragdo atingido no processo. Esse parametro ndo
possui valor estabelecido pelo RTIQDL. Perrone et al. (2011a) sugerem que valores entre 66
°Brix e 68 °Brix representam um produto com aproximadamente 70% (m/m) de sélidos totais,
que por sua vez, representa um doce com aproximadamente 30% (m/m) de umidade, sendo o
maximo permitido por Brasil (1997). A viscosidade aparente analisada foi o parametro que
apresentou maior desvio padrdo, o que pode ter implicado em resultado de viscosidade
estatisticamente iguais entre os quatro tratamentos, contudo, para esse atributo ndao ha valor
exigido pela legislacdo. A acidez e o pH sdo outros paridmetros que ndo constam no
regulamento, entretanto, sofrem modificacdes durante a fabricacdo devido ao longo tempo de
aquecimento, como diminui¢do do pH e aumento da acidez. Logo, para neutralizar essas
mudancas foi empregado em todos os tratamentos, o regulador de acidez bicarbonato de
s6dio. Quando adicionado no inicio da producdo de DL, ele reage com 4&cido lactico,
neutralizando-o, hé entdo formagdo de dgua, gas carbodnico e lactato de sddio, participa ainda
diminuindo a acidez inicial do leite e a acidez total desenvolvida (ATD) pelo aquecimento

(PERRONE et al., 2019). Com o uso da mesma quantidade de bicarbonato de sédio em todas
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as amostras, pode-se observar que os parametros pH e acidez mantiveram padronizados em
todas as fabricagdes.

Através dos valores obtidos para os dados analisados dos quatro tratamentos
produzidos, foi realizado o célculo de correlagao de Pearson entre os atributos estudados e o
teor de acucar adicionado. A Tabela 11 apresenta os resultados de correlacdo encontrados

para as varidveis.

Tabela 11 - Correlagdo entre os atributos analisados.

Variaveis Correlacao (r) Valor da significancia (p)*
Cinzas x Adi¢ao de agucar -1,00 0,00
Gordura x Adi¢do de agicar -0,99 0,01
Proteina x Adicao de acicar -0,99 0,00
Lactose x Adicdo de Acticar -0,96 0,04
Sacarose x Adi¢do de aguicar 0,99 0,01
Carboidratos x Adi¢ao de actcar 0,99 0,01
Rendimento x Adicdo de agticar 0,99 0,01

Fonte. Elaborado pela autora (2023).

*Valores de p<0,05 possuem correlacdo significativa e valores de p>0,05 ndo possuem correlacao

significativa.

Ao avaliar os resultados descritos na Tabela 11, verifica-se que os atributos cinzas,
gordura, proteina e lactose apresentaram forte correlacdo (r =-1,00; r =-0,99; r=-0,99; r = -
0,96 respectivamente), significativa (p<0,05) e inversamente proporcional com o teor de
acucar adicionado ao DL. O que demonstra a relagcdo esperada entre o aumento da quantidade
de sacarose utilizada na formulagdao do doce com a redugdo dos sélidos oriundos do leite. Em
paralelo, a sacarose final no DL, os carboidratos totais € o rendimento apresentaram forte
correlacdo (r = 0,99; r = 0,99; r = 0,99 respectivamente), significativa (p<0,05) e diretamente
proporcional com o teor de acticar adicionado ao DL. Ou seja, com o acréscimo de sacarose
nos tratamentos ocorre o aumento da sacarose no produto final, dos carboidratos totais e
rendimento, devido a maior massa de sacarose adicionada na produ¢do do doce nas diferentes

formulacdes.
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5.2.2 Caracterizacao dos minerais presentes nas cinzas dos doces de leite experimentais
através do microscopio eletronico de varredura acoplado a espectroscopia de

energia dispersiva

Foi realizada a caracteriza¢do das cinzas da matéria-prima utilizada na fabricacao dos
quatro tratamentos deste estudo pela técnica de MEV-EDS. A Figura 11, mostra o espectro
obtido em A, a imagem da amostra na magnificacio de 500x em B e o grifico da
porcentagem em peso de cada elemento presente nas cinzas do leite em C. Verifica-se através
da Figura 11, que os elementos encontrados foram s6dio, magnésio, fésforo, cloro, potassio e
célcio. Utilizou-se a equacdo 5 para calcular a concentragdo em g/100 g de cada elemento nas
cinzas do leite, os resultados gerados para sédio, magnésio, fésforo, cloro, potdssio e calcio
foram respectivamente 0,039 g.100 g'; 0,009 g.100 g'; 0,092 £.100 g!'; 0,087 g.100 g';
0,110 2.100 g' e 0,106 g.100 g™,
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Figura 11 - Anélise das cinzas em MEV-EDS do leite usado nas producdes. (A) Espectro dos
elementos presentes na amostra; (B) Imagem em magnificacdo de 500x das cinzas; (C)

Griéfico da porcentagem em peso de cada elemento presente na amostra analisada.

Spectrumi

0 02 04 06 08 1 x : i g ; ) 1 : ; 3 X } ; ; ]
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Weight %
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Fonte. Elaborado pela autora (2023).

Na Figura 12 € apresentado o perfil encontrado na anélise realizada pela técnica de
MEV-EDS para a caracterizacdo mineral das cinzas obtidas das amostras fabricadas
experimentalmente. Os minerais identificados nos quatro tratamentos variando o teor de
sacarose (T15, T20, T25 e T30) na fabricacdo de DL foram Na, Mg, P, Cl, K e Ca. A partir da
concentracdo em % peso de cada elemento obtido na anélise, quantificou-se os minerais nas
cinzas utilizando a equag@o 5. A Tabela 12 apresenta os resultados calculados para cada
mineral presente nas cinzas do DL, seguido da comparacdo de médias de Tukey entre as

diferentes formulagdes de doce.
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Figura 12 - Andlise das cinzas em MEV-EDS do doce produzido com 15% (m/m) de
sacarose. (A) Espectro dos elementos presentes na amostra; (B) Imagem em magnificacio de
500x das cinzas; (C) Gréfico da porcentagem em peso de cada elemento presente na amostra

analisada.
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Fonte. Elaborado pela autora (2023).



Tabela 12 - Resultados da composicao mineral das amostras de doces fabricadas (n=3).*

62

Amostras
Minerais
T15 T20 T25 T30
Na (g.100 g1 0,159*+0,031 0,138°+0,024  0,115°+0,021  0,109° + 0,010
Mg (g.100 g1 0,025* £ 0,002  0,020*+0,005  0,019*+0,010 0,015 £ 0,002
P (g.100 g!) 0,238+ 0,066 0,200 + 0,059 0,161°°+0,018 0,142¢ + 0,033
Cl (g.100 g1) 0,199°+0,066 0,147°+0,050  0,119*+0,033  0,109° + 0,033
K (g.100 g1) 0,273*£0,052  0,192°+0,034 0,167°°+0,033 0,140° + 0,031
Ca (g.100 g1 0,2847 £ 0,099 0,241**+0,096 0,186+ 0,034 0,164° + 0,040

Fonte. Elaborado pela autora (2023).

Legenda. *® Médias seguidas da mesma letra na mesma linha nfo diferem significativamente entre si,
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. *Valores de médias + desvio padrdo. **Amostras: T15
(15% m/m de sacarose sobre a massa de leite), T20 (20% m/m de sacarose sobre a massa de leite),
T25 (25% m/m de sacarose sobre a massa de leite) e T30 (30% m/m de sacarose sobre a massa de

leite).

Todos os minerais encontrados, com exce¢do do Mg, mostraram diferenca
significativa observada entre as amostras. Houve variacdo de 0,099 a 0,190 g.100 g'!; 0,013 a
0,027 g.100 g'; 0,109 a 0,304 g.100 g'; 0,076 a 0,265 g.100 g'; 0,109 a 0,325 g.100 g';
0,124 a 0,383 g.100 g' para sédio, magnésio, fésforo, cloro, potdssio e célcio,
respectivamente, considerando o desvio padrdo de cada elemento. Como houve adi¢do de
bicarbonato de s6dio no processo de fabricacdo, o teor desse mineral provavelmente tém
origem na matéria-prima e acréscimo na forma de bicarbonato de sédio (GAZE et al., 2015).
E possivel observar que a maioria dos elementos minerais decaem proporcionalmente com o
fator de concentragdo aproximado, calculado para cada amostra DL produzida, sendo ele 2,6
para T15; 2,3 para T20; 1,9 para T25 e 1,7 para T30. O magnésio nao teve diferenca
estatistica entre os tratamentos e isso se deve, provavelmente, pelo fato dele ser o mineral com
menor concentracdo no leite, ndo havendo variacao significativa entre as amostras de DL
produzidas.

Na literatura ndo é reportado estudos sobre a composi¢do mineral das cinzas de doces
de leite produzidos, no entanto, na Tabela Brasileira de Composi¢do de Alimentos (TACO) é
apresentado para o DL cremoso, o valor de 195 mg célcio e 16 mg de magnésio para 100 g de
DL, com 27,5% (m/m) de umidade no produto (TACO, 2011). Portanto, as amostras

fabricadas variando o teor de sacarose possuem valores de cdlcio e magnésio proximos do que
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foi referenciado pela TACO. Para melhor entender o efeito do aumento de acucar na
composi¢do mineral dos quatro tratamentos fabricados, foi realizada andlise de correlagdao
entre os minerais e cinzas com a adi¢ao de agucar.

A Tabela 13 descreve os resultados de correlacdo obtido para cinzas, s6dio, magnésio,
fosforo, cloro, potéssio e célcio (r = -1,00; r =-0,98; r =-0,99; r =-0,95; r =-0,95 e r =-0,99
respectivamente), resultando entdo em uma forte correlacdo significativa (p<0,05) e
inversamente proporcional com o teor de agucar adicionado ao DL. Desse modo, pode-se
inferir que com o acréscimo de sacarose na formulagdo para produ¢ao do DL ocorre a reducao
dos solidos lacteos, como a cinzas e consequentemente ha diminui¢do da quantidade de cada
elemento mineral presente nela, sendo assim, o tratamento T15 € o que contém maior
conteudo mineral, seguido do T20, T25 e T30.

Do ponto de vista nutricional, o célcio € o elemento mais importante do leite, sendo
fundamental para a satide dos ossos e prevencao da osteoporose, no estudo realizado verifica-
se uma grande reduc¢do de cdlcio ao produzir o DL com 30% (m/m) de sacarose sobre a massa
de leite em comparacdo com um DL fabricado com 15% (m/m) de sacarose sobre a massa de
leite, dessa forma, ao fabricar um doce com maior sélidos lacteos, gosto menos enjoativo,
tém-se também um produto com maior conteddo mineral (SMIT, 2000; PERRONE et al.,

2019).

Tabela 13 - Correlacdo entre o teor de minerais e a adi¢do de acucar nos doces produzidos.

Variaveis Correlacao (r) Valor da significancia (p)*
Cinzas x Adigado de acucar -1,00 0,00
Na x Adicdo de acticar -0,98 0,02
P x Adic¢ao de agucar -0,99 0,01
Cl x Adi¢ao de agucar -0,95 0,05
K x Adig¢ao de agucar -0,95 0,05
Ca x Adic¢ao de agucar -0,99 0,01

Fonte. Elaborado pela autora (2023).

*Valores de p<0,05 possuem correlagdo significativa e valores de p>0,05 ndo possuem correlagdo

significativa.
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5.2.3 Determinacao de calcio e magnésio nas amostras de doce de leite produzidas por
espectrometria de absorc¢ao atomica com chama

O Grifico 1 apresenta as curvas analiticas para as solucdes padrdes de célcio e

magnésio, observa-se uma relacdo linear na faixa estudada de acordo com o coeficiente de

determinacao (R?).

Grifico 1 - Curvas analiticas para os elementos (A) célcio e (B) magnésio.

(&) Curva analitica Ca (B) Curva analitica Mg
1.5 0.9
@ 0.8 ~®
= y =0.0808x +0.0414 . . 07 y = 0.4066x + 0.0529 o
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8 0.5 3y 5 03 o
= - 9 0.2 o
R 0.1 g
0® 0

0 5 10 15 20 0 0.5 1
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Fonte. Elaborado pela autora (2023).

Com os resultados de sinais obtidos para as amostras foi possivel a determinagdo dos
teores de cdlcio e magnésio nos diferentes tratamentos de DL a partir da curva analitica. A
Tabela 14 apresenta os valores encontrados para esses dois minerais em g.100 g!' de doce,

seguido de tratamento estatistico das andlises.
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Tabela 14 - Concentracdo de calcio e magnésio por FAAS nas amostras fabricadas (n=3).

Amostras®*

T15 T20 T25 T30

Minerais

Ca (g.100 g™) 0,286*+0,014  0,240°+0,013  0,196°+ 0,015 0,184°+ 0,010
Mg (g.100 g1 0,021*+£ 0,001  0,018*+0,001  0,018*+0,002 0,016+ 0,002

Fonte. Elaborado pela autora (2023).

Legenda. *® Médias seguidas da mesma letra na mesma linha nio diferem significativamente entre si,
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. *Valores de médias + desvio padrdo. **Amostras: T15
(15% m/m de sacarose sobre a massa de leite), T20 (20% m/m de sacarose sobre a massa de leite),
T25 (25% m/m de sacarose sobre a massa de leite) e T30 (30% m/m de sacarose sobre a massa de

leite).

Pela anélise da Tabela 14, observa-se que os minerais obtidos por FAAS apresentaram
a mesma tendéncia encontrada para a andlise através da técnica de MEV-EDS, em que o teor
dos elementos decai com o aumento da quantidade de sacarose adicionada em cada
formulacdo de DL. Além disso, estatisticamente o teor de magnésio presente em todas as
amostras foi igual, o mesmo ocorreu com os resultados empregando a técnica de MEV-EDS.
O caélcio apresentou diferenca significativa entre tratamentos, contudo, T25 e T30 sdo iguais
estatisticamente.

Para comparar os resultados obtidos pelas técnicas analiticas utilizadas na
caracterizacdo dos minerais presentes nas cinzas de doces fabricados alterando o teor de
sacarose, foi realizado um teste de comparacdo de médias de Tukey, conforme apresentado na

Tabela 15.
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Tabela 15 - Comparacdo das concentragdes de calcio e magnésio por FAAS e EDS nas

amostras de doces de leite experimentais (n=3).

Minerais Amostras®*
Técnica
(2.100 g') T15 T20 T25 T30
FAAS Ca 0,286*4+0,014 0,240+ 0,013 0,196+ 0,015 0,184+ 0,010
EDS Ca 0,284%4+0,099 0,24124+0,096 0,186*4+0,034 0,164+ 0,040
FAAS Mg 0,021*4+0,001 0,018**+ 0,001 0,018*+0,002 0,016+ 0,002
EDS Mg 0,02528+0,002 0,020+ 0,005 0,019+ 0,010 0,015+ 0,002

Fonte. Elaborado pela autora (2023).

Legenda. ¢ Médias seguidas da mesma letra, na mesma linha ndo diferem significativamente entre si,
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. B Médias seguidas da mesma letra, na mesma coluna ndo
diferem significativamente entre si para o mesmo elemento, pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade. *Valores de médias + desvio padrdo.** Amostras: T15 (15% m/m de sacarose sobre a
massa de leite), T20 (20% m/m de sacarose sobre a massa de leite), T25 (25% m/m de sacarose sobre

a massa de leite) e T30 (30% m/m de sacarose sobre a massa de leite).

De acordo com a Tabela 15, o elemento mineral cdlcio ndo apresentou diferenca
significativa em sua concentracdo quando analisado pela técnica de FAAS e EDS, nas
amostras produzidas experimentalmente, o que sugere que o intuito de caracterizar os
minerais presentes nas cinzas de doces de leite através do EDS, que conhecidamente é uma
técnica semiquantitativa foi bem-sucedido pelo método empregado, visto que a FAAS € uma
técnica quantitativa amplamente utilizada para andlise de metais. Para o magnésio, apenas o
tratamento T15 teve diferenca significativa entre as duas técnicas de caracterizacdo, como
esse elemento estd em menor quantidade no leite essa variacdo pode ser decorrente desse fato
e como o EDS apresenta uma avaliagdo semiquantitativa, a diferenca encontrada pode estar
relacionada também com esse fato. Entretanto, analisando todos os resultados obtidos fica
evidente que a caracterizacdo e quantificacdo através da técnica de MEV-EDS foi
extremamente satisfatéria, sendo que identificou e quantificou os minerais presentes nas
cinzas dos doces de leite estudados e ao ser comparada com uma técnica de referéncia como a
espectrometria de absorcdo atdbmica com chama apresentou resultados em sua ampla maioria

iguais estatisticamente.
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5.2.4 Analise de cor dos doces de leite produzidos

A medicao de cor nos produtos permite verificar diferenciacdes entre as amostras,
proporcionando uma forma interessante de avaliar esse parametro de qualidade em amostras
de DL (SILVA, 2016). A legislacio de DL estabelece a cor como: castanho caramelado
proveniente da reacdo de Maillard (BRASIL, 1997). O DL tém coloracdo distinta em cada
regido.

A Tabela 16 apresenta os valores dos parametros de cor da escala CIELab medidos,
assim como, valor do indice de escurecimento obtido para cada amostra a partir dos valores

de L*, a* e b*, seguidos da comparacdo de média de Tukey.

Tabela 16 - Resultados da anélise de colorimetria dos doces de leite produzidos (n=3).*

Parametros Amostras
T15 T20 T25 T30
L* 60,53* + 3,73 57,62* + 1,03 56,78 £ 2,76 58,05* + 3,25
a* 5,06* £ 2,50 5,58*+£0,79 5,38+ 1,83 4,61* £ 0,66
b* 26,59* £ 0,77 25,30 £ 1,12 25,16* 3,60  25,68*+3,17
C* 27,14*+ 1,14  2591*+ 1,25 25,75* £ 3,79 26,10* + 3,01
hap 79,40°+499  77,62*+1,22  78,06°+3,04  79,63*+251
BI 62,98* + 9,61 63,49 + 3,74 63,88 £ 9,07 62,58 + 0,04

Fonte. Elaborado pela autora (2023).

Legenda. L*: luminosidade; -a*: verde; +a*: vermelho, -b*: azul; +b*: amarelo; C*: croma; ha:
angulo. *9 Médias seguidas da mesma letra, na mesma linha ndo diferem significativamente entre si,
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. *Valores de médias + desvio padrdo. **Amostras: T15
(15% m/m de sacarose sobre a massa de leite), T20 (20% m/m de sacarose sobre a massa de leite),
T25 (25% m/m de sacarose sobre a massa de leite) e T30 (30% m/m de sacarose sobre a massa de

leite).

Pela andlise estatistica, percebe-se que os parametros de cor L*, a*, b*, C* e hap ndo
tém diferenca estatisticamente entre os tratamentos analisados. O parametro de luminosidade
teve variacdo de 54,02 a 64,26, valores que indicam L* tendendo ao branco. Os valores
positivos das coordenadas a* e b*, demonstram que o DL tem tendéncia de vermelho e
amarelo, com predominéncia do segundo, pois o parametro b* t€m valores maiores. O valor
de hap variou de 76,4 a 82,14, representando, em graus, coloragdo de vermelho para amarelo.

O valor de croma de 21,96 a 28,28 indica uma saturacdo intensa. Francisquini et al. (2018)
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realizaram andlise de cor em DL com e sem hidrdlise de lactose, com L* variando de 31,44 a
61,23; a* entre 5,26 e 10,6; b* entre 7,00 e 23,40, valores semelhantes ao encontrado neste
trabalho. Leddomado et al. (2021) produziram seis diferentes formula¢gdes de DL modificando
o tipo de leite utilizado (integral ou desnatado) e o tipo de prebidtico encontraram valores
minimos e miximos respectivamente, L*: 44,02 e 47,00; a*: 12,62 e 13,95; b*: 17,12 ¢ 19,43,
os valores de L* e b* s@o inferiores e valores de a* sdo superiores aos medidos no presente
trabalho, que demonstra que a modificagao da formulacdo e/ou processo pode influenciar na
cor final do DL.

O DL € um produto de cor marrom que pode ter sua intensidade de cor controlada
pela manipulacdo dos ingredientes e condigdes de processamento. A coloracdo acastanhada se
deve aos pigmentos escuros formados principalmente durante o cozimento. Esses compostos
sdo formados em uma reacdo nio enzimatica conhecida como reacdo de Maillard que ocorre
entre proteinas (principalmente com o aminodcido lisina) e agucares redutores, como a lactose
(NETTO et al., 2022). Alguns fatores como tempo de evaporacdo, pH da mistura leite e
acucar, temperatura e acucar utilizado podem influenciar a coloracdo no DL (PERRONE et
al., 2011).

Neste estudo, o tempo de evaporacdo ndo mostrou diferenga significativa entre os
tratamentos, a temperatura foi mantida a mesma, o acucar utilizado foi a sacarose que é um
aclicar ndo redutor, ou seja, ndo participa da reacdo de Maillard e o pH foi controlado
adicionando bicarbonato de sédio no inicio da fabricacido, em igual quantidade para todos os
tratamentos.

O indice de escurecimento € usado para avaliar a intensidade da cor marrom de
diferentes produtos alimenticios, na literatura foi encontrado apenas um trabalho em doce de
leite com cristalizag¢do induzida da lactose com valores de BI entre 50,29 e 52,17 (NETTO et
al., 2022). Nao foi encontrada diferenga estatistica significativa no indice de escurecimento
das amostras experimentais analisadas nesse estudo, na Figura 13 € mostrado a imagem dos

doces de leite produzidos.
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Figura 13 - Doces de leite produzidos com os valores de L*: luminosidade, a*: vermelho e b*:
amarelo e indice de escurecimento (BI), utilizados para avaliar a intensidade da cor marrom

das amostras. * *4 Médias seguidas da mesma letra para o0 mesmo pardmetro ndo diferem

significativamente entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

L* = 60,53+ 3,73 L* =57,62" + 1,03 L* =56,78"+2,76 L* =58,05" + 3,25
a* =5,06"+2,50 a* =5,58"+0,79 a* =5,38"+1,83 a*=4,61"+0,66

b* =26,59*+ 0,77 | b*=25,30"+1,12 b* =25,16 + 3,60 b* =25,68" + 3,17
BI=62,98" + 9,61 BI= 63,49 + 3,74 BI =63,88" + 9,07 BI =62,58" + 0,04

Fonte. Elaborado pela autora (2023).

Legenda. T15 (15% m/m de sacarose sobre a massa de leite); T20 (20% m/m de sacarose sobre a
massa de leite); T25 (25% m/m de sacarose sobre a massa de leite); T30 (30% m/m de sacarose sobre

a massa de leite).

5.2.5 Quantificacio dos marcadores da reacdo de Maillard nas amostras de doces de

leite

Nesta secdo sdo apresentados os resultados das andlises dos marcadores quimicos da

reacdo de Maillard.

5.2.5.1 Curvas analiticas para os marcadores da reagdo de Maillard

O Gréfico 2 apresenta as curvas analiticas obtidas para os quatro marcadores
estudados (HMF, F, FMC e MF). Verifica-se a relacdo linear na faixa de 0,156-5,000 p g.mL‘1
para o HMF e 0,062-2,000 ug.mL™"! para o F, FMC e MF. De acordo com o coeficiente de

determinacdo (R?) obtido, todas as curvas possuem comportamento linear.
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Griéfico 2 - Curvas analiticas dos marcadores da reacdo de Maillard:
(A) 5-hidroximetilfurfural (HMF), (B) 2-furaldeido (F), (C) 2- furilmetilcetona (FMC),
(D) 5-metil-2-furfural (MF).
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Fonte. Elaborado pela autora (2023).

5.2.4.2 Taxa de recuperagdo

O ensaio de recuperacdo foi realizado nos diferentes tratamentos de DL fabricados,
por meio da fortificacdo das amostras com concentracdes conhecidas dos quatro analitos de
interesse da RM. A Tabela 17 apresenta os resultados de recuperacio calculados conforme
equacdo 6 para o HMF, pois foi o unico analito identificado nas amostras estudadas. As
recuperagdes variaram de 73,79 até 112,39, indicando que a matriz retém parte do HMF,

sendo esse efeito mais pronunciado nas amostras com maior teor de sacarose.
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Tabela 17 - Resultados do ensaio de recuperacdo para 0o HMF nas amostras de doces de leite

produzidos.

Amostras Recuperacao %
T15 107,02 £ 0,07
T20 104,94 £ 7,45
T25 77,14 + 3,35
T30 85,57+ 1,72

Fonte. Elaborado pela autora (2023).

5.2.4.3 Determinagdo dos marcadores da reacdo de Maillard, 5-hidroximetilfurfural (HMF),
2-furaldeido (F), 5-metil-2-furfural (MF) e 2- furilmetilcetona (FMC) por

cromatografia liquida de alta eficiéncia

Os furanos (HMF, F, MF e FMC) sao produtos intermedidrios da RM, encontrados
como compostos livres (ndo ligados a proteinas), sendo que o HMF tem sido usado
amplamente para indicar danos causados pela acao do calor em produtos lacteos (LUND et al,
2022). Na Tabela 18 estdo apresentados os teores de HMF quantificados, de acordo com o
tempo de estocagem analisado para as amostras de doces de leite, alterando a teor de sacarose
nas formulacdes, os demais marcadores (F, MF e FMC) ndo foram detectados nas amostras
estudadas. Foi relatado que o primeiro composto de furfural formado durante a RM é o HMF,
e os demais furfurais (F, MF e FMC), sdao produtos dos estados mais avangados da reacdo, ou
sdo formados por interconversdo, como resultado de maior aquecimento ou periodos de
armazenamento mais longos (CHAVEZ—SERVfN et al., 2005). Lund et al. (2022) também
ndo detectaram F, MF e FMC em nenhuma amostra de formula infantil em pd, inferindo que
esse resultado corresponde com outros estudos e ndo é surpreendente, uma vez que esses
furanos estdo associados a altas cargas de calor. Pinto (2023) encontrou apenas HMF nas
amostras comerciais de doces de leite, sendo que os valores encontrados variaram de 49,79 a
262,00 umol.kg!. Francisquini et al. (2018) obteve teor de HMF de 19 a 91 pmol.kg! para
doces de leite experimentais. A variabilidade desse indice ocorre devido aos diferentes tipos

de ingredientes utilizados na fabricacdo do DL e as proprias condi¢cdes de processamento

(BARRIOS-RODRIGUEZ et al., 2021).
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Tabela 18 - Resultados da analise de HMF nas amostras de doces de leite (n=2).*

Amostras**
Dias T15 T20 T25 T30
HMF (umol.kg’) HMF (umol.kg!) HMF (umol.kg’) HMF (umol.kg!)
D7 28,30 + 0,56 33,31°4 +0,77 33,36"4 £ 0,36 39,254 + 0,32
D30 89,77%8 + 3,65 96,048 + 11,16 168,42°8 + 6,36 161,668 + 6,62
D45 44,014 + 0,01 42,714+ 11,41 48,10 + 2,90 62,76 + 12,60
D60 44.80% + 6,62 48,60°A +2.44 50,343 + 4,20 56,1234 + 3,20

Fonte. Elaborado pela autora (2023).

Legenda. ¢ Médias seguidas da mesma letra, na mesma linha ndo diferem significativamente entre si,
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. B Médias seguidas da mesma letra, na mesma coluna ndo
diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. *Valores de médias +
desvio padrio.**Amostras: T15 (15% m/m de sacarose sobre a massa de leite), T20 (20% m/m de
sacarose sobre a massa de leite), T25 (25% m/m de sacarose sobre a massa de leite) e T30 (30% m/m

de sacarose sobre a massa de leite).

Com relacdo a formacdo de HMF nao houve diferenca estatistica significativa entre as
amostras T20 e T25 para a andlise sete dias apds a producdo dos doces, as outras amostras
apresentaram diferenca significativa entre o teor de HMF encontrado. Com trinta dias apds a
fabricacdo, os doces T15 e T20 ndo tinham diferenca significativa, assim como, T25 e T30
também nao apresentavam diferenga significativa entre si. J4 com quarenta e sessenta dias
ap6s o preparo dos doces de leite, todos os tratamentos ji ndo apresentavam diferencas
significativas entre a concentracdo de HMF presente em cada amostra analisada, sugerindo
que a presenca de maior quantidade de sacarose ndo afetou a formacio deste marcador.
Francisquini et al. (2019) em seu trabalho sobre formacdo de 5-hidroximetilfurfural e
mudancga de cor em doce de leite hidrolisado com lactose observaram que o aumento na
concentracdo de sacarose nao resultou necessariamente em maiores taxas de acimulo de HMF
e sua contribui¢do a formacao de HMF ndo era aparente. A sacarose é um agucar nao redutor
e ndo participa diretamente da reacdo de Maillard com a forma¢do de HMF (NEWTON et al.,
2012).

Através do Gréfico 3, verifica-se o comportamento do teor de HMF encontrado com o
tempo de estocagem analisado, em D7 € o valor de HMF obtido é baixo para todas as
amostras, em D30 a concentragcdo de HMF tem um elevado aumento em todos os tratamentos
estudados, em D45 o teor de HMF nas amostras de doces de leite decai e permanece na

mesma faixa de concentracdo em D60. Na Tabela 18, a andlise estatistica demonstra esse
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perfil analisado, onde tem-se os valores de HMF estatisticamente iguais para D7, D45 e D60
em todos os tratamentos, observando apenas diferenca significativa entre os dias de
estocagem analisados em D30, que € o dia em que a andlise apontou o maior pico de HMF em
todas as amostras estudadas.

Francisquini et al. (2018) acompanharam a evolu¢do do indice de HMF livre ao longo
da fabricacdo e ap0s trinta dias de armazenamento em temperatura ambiente, e os resultados
da do indice HMF livre com trinta dias de armazenamento era 87 pmol.kg! sendo que as
amostras dos quatro tratamentos fabricados apresentaram aumento na concentracdo de HMF
livre ao longo da produgdo e armazenamento. Contudo, ndo foi observado como o HMF se
comporta apds os trinta dias de estocagem como foi feito nesse estudo, no entanto, com trinta
dias Francisquini et al (2018) também observaram alta concentracio de HMF. A
determinagcdo de HMF livre fornece dados que demonstram como a severidade do tratamento
térmico pode ser monitorada analiticamente durante a fabricacdo, aquecimento e
armazenamento, colaborando para controlar e prevenir perdas nutricionais durante o

tratamento térmico (FRANCISQUINI er al., 2018).

Griéfico 3 - Andlise tempo de estocagem versus concentracdo de HMF nos tratamentos T15,

T20, T25 e T30.

Concentracdo HMF (pmol/kg)
=
(=]

a—
60
40
20 . l
0
7 30 45 60

Tempo de estocagem (dias)
uT15 T20 T25 m®mT30
Fonte. Elaborado pela autora (2023).

Legenda. T15 (15% m/m de sacarose sobre a massa de leite); T20 (20% m/m de sacarose sobre a
massa de leite); T25 (25% m/m de sacarose sobre a massa de leite); T30 (30% m/m de sacarose sobre

a massa de leite).
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Este perfil sugere que ap6és um meés de armazenamento a quantidade de HMF
aumentou nas amostras, Gokmen et al. (2014) relata que, em geral, aumentar o tempo de
armazenamento também aumenta a quantidade de HMF formado nos alimentos. No entanto,
nesse estudo foi mostrado que com maior tempo de estocagem D45 houve diminui¢do e em
D60 a concentragdo se manteve constante em relacdo a medida anteriormente. Além disso, o
HMF € um composto intermedidrio da reacdo de Maillard e apds esta etapa outros compostos
sao formados utilizando furfurais como precursores. Para avaliar o que estava ocorrendo neste
estudo, foi realizado andlise de cor e a partir dos parametros encontrados calculou-se o indice
de escurecimento das amostras com trinta dias, quarenta e cinco dias e sessenta dias de

producdo, os resultados obtidos sao mostrados na Tabela 19.

Tabela 19 - Resultados da anélise de BI dos doces de leite durante a estocagem (n=2).*

BI Amostras*®*
T15 T20 T25 T30
BI30 68,43 + 0,39 57,57°4 +£ 0,33 53,714 £ 0,53 56,4254 + 0,20
BI45 70,06*8 + 0,54 58,954 + 0,61 55,82YAB + 0,34 59,2148 + 1,07
BI60 71,158 + 0,05 63,348 + 0,37 56,688 + 0,12 61,54°8 + 0,53

Fonte. Elaborado pela autora (2023).

Legenda. BI30: indice de escurecimento com 30 dias; . BI45: indice de escurecimento com 45 dias;
BI60: indice de escurecimento com 60 dias; ¢ Médias seguidas da mesma letra, na mesma linha nfo
diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. *® Médias seguidas
da mesma letra, na mesma coluna néo diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey, a 5%
de probabilidade. *Valores de médias + desvio padrao.**Amostras: T15 (15% m/m de sacarose sobre
a massa de leite), T20 (20% m/m de sacarose sobre a massa de leite), T25 (25% m/m de sacarose

sobre a massa de leite) e T30 (30% m/m de sacarose sobre a massa de leite).

Observa-se pela Tabela 19 que o indice de escurecimento para os tratamentos T20 e
T30 sdo iguais estatisticamente para os tempos de trinta e sessenta dias de estocagem e as
demais amostras apresentaram diferenca significativa. Com quarenta e cinco dias de
estocagem, apenas o tratamento T15 ndo € igual estatisticamente aos outros doces produzidos.
Verifica-se ao avaliar cada amostra nos tempos de estocagem analisados que ha diferenca
significativa entre BI30 e BI60 para todos os tratamentos, com aumento do indice de
escurecimento com o passar dos dias de fabricacdo dos doces, conforme é mostrado no
Grifico 4. O que corrobora para a hipétese do HMF estar sendo consumido para haver

formacdo de compostos de etapas mais avancadas da reagdo de Maillard, como as
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melanoidinas, que sdo compostos de coloracdo marrom produzidas no estdgio final da RM

(METHA & DEETH, 2016).

Griéfico 4 - Andlise BI versus tempo de estocagem para os tratamentos T15, T20, T25 e T30.

Tempo de estocagem (dias)
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mT30 =T25 =T20 =mTI1S

Fonte. Elaborado pela autora (2023).

Legenda. T15 (15% m/m de sacarose sobre a massa de leite); T20 (20% m/m de sacarose sobre a

massa de leite); T25 (25% m/m de sacarose sobre a massa de leite); T30 (30% m/m de sacarose sobre

a massa de leite).
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6 CONCLUSAO

Com o desenvolvimento do presente estudo, pode-se determinar e estimar a
composi¢do mineral das cinzas das seis diferentes marcas de doce de leite comerciais
analisadas e dos quatro tratamentos de doces produzidos experimentalmente utilizando a
técnica de microscopia eletronica de varredura (MEV) acoplada com espectroscopia de
energia dispersiva (EDS). Foram encontrados nas amostras de mercado e nas fabricadas os
minerais sédio, magnésio, fosforo, cloro, potdssio e cdlcio. O teor de célcio e magnésio
encontrado via EDS para os doces de leite fabricados foi igual estatisticamente quando
comparado com a concentracao desses minerais obtida através da espectrometria de absor¢do
atdmica com chama.

Amostras produzidas com menor teor de acgucar resultaram no aumento da
porcentagem de cinzas, gordura, proteina e lactose e por consequéncia um aumento na
concentracdo de cada mineral presente na amostra. Com destaque para cdlcio, um elemento
mineral importante para a saide dos 0ssos que teve acentuada diminui¢do com o acréscimo de
sacarose nas formulacdes. A recomendacdo de consumo diédrio de Ca para adultos é de 1000 a
1300 mg, em uma por¢ao de 20 g de doce de leite da amostra T15 a ingestdao de cdlcio seria
57 mg, enquanto, para a amostra T30 o consumo seria de 33 mg, modificando
significativamente o aporte de célcio fornecido pelo doce de leite.

Os parametros de cor e o indice de escurecimento ndo apresentaram diferenca
significativa com o aumento do teor de sacarose nos tratamentos experimentais. Além disso,
com maior adi¢do de agicar houve aumento do rendimento, sacarose no produto final e
carboidratos totais.

Através da andlise dos marcadores da reacao de Maillard foi possivel a identificacdo e
quantificacdo de HMF (composto intermedidrio) nas diferentes amostras fabricadas
experimentalmente, em distintos dias de andlise apds a producao dos doces. Avaliou-se que o
HMF teve maior concentracdo obtida apds trinta dias de fabricacdo de todas as amostras e em
seguida houve reducdo do teor de HMF encontrado, o que sugere que esteja havendo
formacdo de outros compostos, como as melanoidinas (compostos de coloracio marrom).
Esse fato foi corroborado pelo aumento do indice de escurecimento calculado para esses
mesmos dias de andlise.

Os doces fabricados obtiveram valores de BI menor do que os encontrados nos doces
de mercado, o que ocasionou um maior desvio quando comparados. Nao houve grande

variacdo entre a composi¢do mineral dos doces comerciais e produzidos. Ademais, as andlises
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realizadas demonstraram alguns doces comerciais e experimentais fora dos parametros

exigidos pela legislacdo vigente.
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CONSIDERACOES FINAIS

Através do trabalho apresentado neste documento foi possivel fazer uma discussao
tecnoldgica com relacdo ao efeito do uso da menor quantidade de sacarose sobre a producdo
do doce de leite. Estudo em parceria com a FUNARBE no programa de mestrado académico
para inovacdo. Como resultado obtidos de acordo com as condi¢des experimentais
empregadas, pode-se afirmar que com a menor concentracdo de sacarose adicionada na
formulacdo para a fabricacdo do doce de leite os sdlidos lacteos (cinzas, gordura, proteina e
lactose) aumentam proporcionalmente, sendo que valores de cinzas foram superiores aos
permitidos pela legislacdo vigente e consequentemente hé influéncia na composicao mineral
das amostras.

Para caracterizar e quantificar os minerais nessas amostras empregou-se uma técnica
analitica alternativa devido a sua fécil utilizacdo, rapidez e baixo custo, a espectroscopia de
energia dispersiva. Através dessa técnica foi possivel detectar sédio, magnésio, cloro, fésforo,
potassio e cdlcio e determinar suas concentracOes nas amostras. Para confirmar a veracidade
dos valores obtidos, determinou-se calcio e magnésio por espectrometria de absor¢do atdmica
com chama, que é uma técnica de referéncia para a andlise de metais. O resultado encontrado
comparando as concentragdes de ambas técnicas de andlise foi igual estatisticamente, o que
foi muito satisfatério para o estudo, visto que o EDS fornece uma andlise semiquantitativa
que para os minerais estudados apresentou-se confidvel e compativel com a técnica
quantitativa.

Outro ponto importante a ser considerado é em relacdo determinacdo de HMF via
cromatografia liquida de alta eficiéncia em diferentes dias de estocagem, mostrando que a
concentracdo de HMF nao aumenta como observado para maiores tempos de processamento,
para o armazenamento foi observado a possivel transformacdo desse composto em compostos
de etapas posteriores, como as melanoidinas (inferido devido ao aumento do indice de
escurecimento).

Desse modo, o presente estudo contém assuntos de interesse industrial e académico
sobre o doce de leite. Sendo essa matriz ainda pouco estudada na literatura, esse estudo traz
uma abordagem de composi¢do centesimal em relacdo aos parametros de legislagdo,
composi¢do fisico-quimica apresentando as variagdes encontradas no mercado para doce de
leite, composi¢do mineral caracterizando os elementos presentes nas cinzas dos doce através
de duas técnicas analiticas, identifica a concentragdo de HMF no armazenamento em amostras

de doce de leite alterando a formulagao de sacarose.
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