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RESUMO

O monitoramento da qualidade dos alimentos disponiveis para populacdo € de suma
importancia para a garantia das politicas publicas de uma alimentacdo saudavel. O
iogurte foi um dos produtos fiscalizados pela Vigilancia Sanitaria do estado de Minas
Gerais no periodo de 2010 a 2011. De acordo com o Padrdo de Identidade e Qualidade
dos Leites fermentados, € permitida a adicdo de no maximo 1 % de amidos ao iogurte,
que tem como funcao melhorar caracteristicas de viscosidade e textura, principalmente
em iogurtes com teor reduzido de gordura. Esta limitagcdo € necessaria devido ao alto
poder de hidratacdo dos amidos, que pode reduzir o valor nutricional pela substituicdo dos
nutrientes por agua. Através do teste do Lugol, detectou-se a presenca de amidos em 75
% das 48 amostras analisadas sendo que apenas 35 % declaravam seu uso nos rotulos.
Os espessantes mais citados foram as gomas guar, xantana e amido modificado. Ao todo,
53 % das amostras apresentaram teor de gordura inferior ao declarado no rétulo. Ao
validar o método para analise quantitativa de amido em iogurtes previsto na Instrucéo
Normativa 68/2006 do MAPA, constatou-se falta de exatiddo e possibilidade de
interferéncia das gomas adicionadas. Ao investigar as falhas do método, constatou-se
perda de quase 40 % do amido na primeira etapa de filtragdo, 15 % na despolimerizacao
incompleta do amido e cerca de 6 % na reacdo de Maillard na etapa de hidrdlise acida.
Desta forma comprovou-se que o atual método descrito na IN 68/2006 ndo pode ser

usado para quantificacdo de amidos em iogurte.

Palavras chave: amido, iogurte, rotulagem, validacao e perdas
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ABSTRACT

The monitoring of the food quality used by population is quite important for the guarantee
of public policies for feeding healthy. The yogurt was one of the food products inspected
by the “Vigilancia Sanitaria” of Minas Gerais state. According to the “Padrédo de Identidade
e Qualidade dos Leites fermentados”, the food starch content does not exceed 1 % in
yogurt. This additive is typically used in low-fat yogurt as thickeners and texture in dairy
processing. This limitation is necessary due to the great ability of the starches to hydrate
that can reduce the nutrictional value by substituition of the nutrients by water. Through the
Lugol's reagent, It's detected the presence of the starches in 75 % of the 48 samples
analysed, being that only 35 % declared their use in labels. The most common thickeners
described in labels were guar gum, xanthan gum and modified starch. 53 % of the
samples showed low fat level in comparison with declared in label. In the validation
procedure for the starch’s quantitative analysis method in yogurt recommended by
“Instrucdo Normativa 68/2006 do MAPA”, it was evidenced inaccuracies and a possible
interference of added gums. The investigation of the method’s fails allowed to reveal
starch loss near 40 % in the first stage of filtration, being 15 % by incomplete
depolymerization of the starch and around 6 % by Maillard reaction on the acidic
hydrolysis stage. Consequently, it was verified that the usual method describe in the

“IN 68/2006” cannot be used to quantify starches in yogurt.

Key words: starch, yourt, label, validation and low recoveries
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INTRODUCAO GERAL

O leite é um alimento acessivel ao consumidor e completo, que tem o diferencial de
ser utilizado como matéria prima para varios produtos. Ao se inocular no leite uma cultura
de bactérias fermentadoras como o Streptococcus salivarius subsp. thermophilus e
Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus e permitir seu amplo desenvolvimento, estes
microorganismos produzirdo ao fim do processo o iogurte (BRASIL, 2007; CHANDAN,
2006).

O iogurte possui composicéo similar a do leite, porém é cerca de seis vezes mais
digerivel, fato atribuido as mudancas ocorridas, principalmente, pela fermentacao
bacteriana e pelo processamento. A adicdo de leite em p6 e soros lacteos aumenta o
conteudo proteico e mineral. A adicdo de polpas e flavorizantes auxilia na aceitacdo deste
produto pelos consumidores, além de diversificar seu valor nutricional. A presenca de
bactérias lacticas também proporciona ao iogurte a propriedade de equilibrio da
microbiota intestinal, atuando como probiético (TAMIME e ROBINSON, 1991; EARLY,
2000; MARTIN, 2002; CHANDAN, 2006).

A origem dos leites fermentados se confunde com a do iogurte, sendo que este &
reconhecidamente um alimento tradicional dos povos do Oriente Médio. Os primeiros
logurtes comerciais foram produzidos na Franca e na Espanha em 1920, e nos Estados
Unidos, em 1940, mas somente a partir da década de 60 é que houve um aumento no
consumo deste produto, devido a melhoria das técnicas de processamento,
reconhecimento da qualidade nutritiva e da funcdo terapéutica. No Brasil, o iogurte foi
introduzido nos anos 30, com a imigracado européia, a partir de um pequeno grupo de
consumidores (TAMIME e ROBINSON, 1991; MARTIN, 2002).

A crescente procura por alimentos de relevante qualidade nutricional e que
desempenham funcdes terapéuticas (alimentos funcionais), gerou um aumento no
consumo de iogurtes (MARTIN, 2002). Sabe-se que a qualidade e autenticidade de
produtos alimenticios é uma preocupacdo de ordem global. Portanto, € cada vez mais
importante detectar a introducédo no mercado de produtos inadequadamente rotulados ou
de qualidade inferior, quer por razées econdmicas, quer por razdes de saude publica
(VELOSO et. al, 2002).

No Brasil, os 6rgdos de Vigilancia Sanitaria sdo responsaveis pela fiscalizacdo e
monitoramento da qualidade dos alimentos que estdo dispostos a venda para 0s

consumidores. A legislacdo brasileira (BRASIL, 2007) permite a adicdo de amido e
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amidos modificados ao iogurte em uma propor¢cdo maxima de 1 % no produto final. Caso
a industria opte por sua utilizagédo, a declaracdo deste ingrediente no rétulo € obrigatéria.
A adicdo de estabilizantes e espessantes é um artificio tecnolégico que visa ndo sé
melhorar suas caracteristicas sensoriais, mas também compensar o teor reduzido de
sélidos lacteos e gordura, reduzindo, desta forma, os custos de producao e valor calérico.
A substituicdo dos sélidos e gordura provenientes do leite por espessantes é uma pratica
guestionavel, uma vez que é tecnicamente possivel elaborar um iogurte com firmeza e
viscosidade adequadas sem estes aditivos (EARLY, 2000). A gordura do leite, apesar de
rica em acidos graxos considerados nocivos para a saude (acidos miristico e palmitico),
apresenta em sua constituicdo outros acidos que sao benéficos, como o &cido linoleico
conjugado (CLA), cuja principal fonte alimenticia é a gordura lactea (LEDOUX, et al.,
2005).

Atualmente, a Instrucdo Normativa 68/2006 do Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento regulamenta os métodos oficiais para andlises fisico-quimicas de produtos
lacteos. Esta norma contempla a analise qualitativa do amido pelo teste do Lugol e
quantitativa, que se baseia na clarificacdo e filtracdo do iogurte, para separacdo dos
acucares simples dos complexos, e digestdo acida do residuo solido gerado, que em
seguida sofre nova clarificacéo e filtragcdo. Este segundo filtrado é submetido a titulagédo
com reagente de Fehling, de acordo o método de Lane-Eynon (BRASIL, 2006).

Em procedimentos de validacdo para garantir a confiabilidade do método de
analise quantitativa de amido descrito na IN 68/2006, detectou-se que parte deste é
perdido durante a primeira filtracdo, o que motivou o aprofundamento dos estudos a fim
de verificar a exatidao e investigar as possiveis falhas do método oficial, que é uma
ferramenta primordial para o efetivo controle dos padrées de identidade e qualidade de
jogurtes no Brasil. A falta de exatiddo e precisdo de um método prejudica o
monitoramento por parte dos organismos fiscalizadores impossibilitando a obtencao de
resultados confiaveis em relacdo a utilizacdo de ingredientes regulamentados, como o

amido.
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OBJETIVO GERAL

Avaliar a eficiéncia do método descrito na Instrugdo Normativa 68/2006 do
Ministério da Agricultura Pecuéaria e Abastecimento para quantificacdo de amidos em
iogurte e avaliar a conformidade das informacdes declaradas nos rétulos de amostras

comerciais em relacdo a presenca de amidos e ao teor de gorduras totais.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Verificar o percentual de uso e quais 0s principais espessantes empregados nas
formulacdes dos iogurtes comercializados no estado de Minas Gerais através da
andlise das informacdes declaradas nos rétulos;

» Verificar a seletividade do teste qualitativo de identificagdo de amidos pelo
reagente Lugol frente a outros espessantes;

» Comparar a declaracdo de amido e amidos modificados nos rotulos com resultados
do teste de Lugol;

» Comparar os teores de gorduras totais declarados nos rétulos de iogurtes
comerciais com os resultados obtidos das analises quantitativas pelo método
butirométrico;

» Validar o método titulométrico de Lane-Eynon para andlise quantitativa de amido
em iogurtes descrito na IN 68/2006 MAPA;

» Investigar as perdas do método titulométrico de Lane-Eynon para andlise

quantitativa de amido em iogurtes descrito na IN 68/2006 MAPA e quantifica-las.
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REVISAO DA LITERATURA

1 FISCALIZACAO DE ALIMENTOS E ROTULAGEM NO
BRASIL

A alimentacdo e a nutricdo constituem requisitos basicos para a promocgao e a
protecdo da saude, possibilitando a afirmacdo plena do potencial de crescimento e
desenvolvimento humano, com qualidade de vida e cidadania. No plano individual e em
escala coletiva, esses atributos foram consignados na Declaracdo Universal dos Direitos
Humanos, promulgada ha 50 anos, posteriormente reafirmados no Pacto Internacional
sobre Direitos Econémicos, Sociais e Culturais e incorporados a legislagdo nacional em
1992 (BRASIL, 2001; BRASIL, 2003a).

O conceito de seguranca alimentar evoluiu do simples abastecimento, na
quantidade apropriada, para a incorporacdo do acesso universal aos alimentos e o
aspecto nutricional relacionado com questdes de composicdo, qualidade e ao
aproveitamento biolégico. Em 2006, através da Lei n° 11.346, foi regulamentado o atual
Sistema Nacional de Seguranca Alimentar e Nutricional (SISAN), com vistas a assegurar
o Direito Humano a Alimentacdo Adequada e promover a integracdo entre diferentes
setores governamentais. Para o alcance do propdsito desta politica, foram definidas
diretrizes que integram a Politica Nacional de Alimentagdo e Nutricdo - PNAN e indicam
as linhas de acbes para o alcance do seu propoésito. Entre elas consta o “Controle e
Regulacdo dos Alimentos”, que no Brasil € uma responsabilidade compartilhada entre
orgdos e entidades da Administragdo Publica, com destaque aos 6rgdos da Agricultura e
do Sistema Unico de Saude (SUS) (BRASIL, 2001; BRASIL, 2011).

A estruturacdo do atual modelo de controle sanitario de alimentos no Brasil &
fragmentada e resulta, em alguns momentos, na desarticulacdo entre os oOrgaos de
governo, antagonismo e duplicidade de ac¢des. O Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) monitora a producdo primaria dos alimentos, desenvolvida em
empresas beneficiadoras de produtos de origem vegetal (minimamente processados) e
indUstrias de processamento de bebidas e de produtos de origem animal. O objetivo é
assegurar a sanidade das populagfes vegetais e rebanhos, além de garantir a idoneidade

dos insumos e servicos utilizados na agropecuaria. Compete ao Sistema Nacional de
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Vigilancia Sanitaria (SNVS), pertencente ao Ministério da Saude, controlar os
estabelecimentos comerciais de servicos de alimentacdo, supermercados, entre outros;
as industrias processadoras de amendoins e derivados, agua mineral natural, conservas
vegetais, gelados comestiveis, sal para consumo humano, dentre outros, além de todos
os produtos alimenticios expostos a venda. Os principais conflitos de competéncias sao
causados pela falta de clareza no enquadramento de alguns alimentos. Isso resulta em
registro em dois ministérios diferentes, que gera duplicidade na normatizacdo e
fiscalizacdo, e dificulta a entrada dos inspetores de saude nos estabelecimentos que ja
sofreram fiscalizacdo pelos agentes da Agricultura e vice-versa. Todavia, acdes vém
sendo despendidas para minimizar esses conflitos e melhorar a integragcdo entre os
setores (BRASIL, 1999; BRASIL, 2001; LIMA, 2009).

Como parte integrante do SUS, seguindo seu principio organizativo de
hierarquizacao e regionalizacdo, o SNVS engloba unidades nos trés niveis de governo:
federal, estadual e municial. No nivel federal, estdo a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) e o Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude da
Fundacdo Oswaldo Cruz (INCQS/Fiocruz), que integra o Sistema Nacional de
Laboratérios de Saude Publica (SISLAB). O SISLAB é composto por 4 redes nacionais de
laboratorios organizados em sub-redes, por agravos ou programas, de forma
hierarquizada por grau de complexidade das atividades relacionadas a vigilancia em
saude, compreendendo a vigilancia epidemiolégica, a vigilancia em saude, a vigilancia
sanitaria - VISA e assisténcia médica. No nivel estadual, estédo as Vigilancias Sanitarias
Estaduais e o Laboratério Central de Saude Publica (LACEN) de cada uma das 27
unidades da federagdo (26 Estados e o Distrito Federal). No nivel municipal, estdo as
Vigilancias Sanitarias Municipais nos municipios que ja organizaram seus servicos de
VISA (BRASIL, 1988; BRASIL, 1990; BRASIL, 1999; BRASIL, 2004; MINAS GERAIS,
2009).

A ANVISA € o o6rgado responsavel por coordenar as acdes do SNVS em nivel
nacional. Ela incumbe-se do controle pré-mercado com atividades que envolvem registro,
aprovacao de rotulagem, expedicdo de alvaras sanitarios e/ou licencas sanitarias, dentre
outros procedimentos de caracteristica burocratica e do controle pés-mercado, que sao
atividades baseadas no processo e nos riscos, apés a alocacdo dos produtos para o
consumo. Os programas de monitoramento da qualidade dos alimentos séao
fundamentados no controle e fiscalizacdo de amostras de diversos produtos alimenticios
expostos ao consumo e na avaliacdo do padrdo sanitario por meio de analises fisico-

guimicas, microbiolégicas, de contaminantes diversos, como metalicos, micotoxinas,
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corpos estranhos, entre outros, além da fiscalizacdo dos dizeres obrigatorios das
embalagens. Os programas fornecem resultados analiticos que permitem tracar o pefrfil
dos distintos alimentos e identificar os setores produtivos que necessitam de intervencao
institucional de abrangéncia nacional e de carater preventivo, a fim de garantir a melhoria
da qualidade sanitaria dos alimentos comercializados no pais. Os principais critérios para
selecdo das categorias de alimentos monitorados sdo pautados em (BRASIL, 2001;
ANVISA, 2003; LIMA, 2009):

» relevancia do consumo por parte da populacao;
risco epidemiolégico;
disponibilidade no mercado local;
histérico de frequentes irregularidades;

viabilidade de colheita da amostra;

YV V. V VYV V

viabilidade de analise laboratorial.

As acbes de vigilancia sanitaria séo realizadas tomando-se como referéncia a
“Andlise de Risco”, que torna possivel a obtencdo de informagfes acerca dos perigos
envolvidos nos alimentos monitorados. Com vistas ao controle dos riscos identificados
sdo adotadas medidas de intervencéo e disponibilizadas informacdes sobre a qualidade
higiénico-sanitaria dos alimentos para que sejam tomadas as providéncias cabiveis, como
(ANVISA, 2003):

» encaminhamento dos laudos condenatérios das categorias de alimentos a area
competente do Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento responsavel
pelo registro e inspec¢ao dos estabelecimentos;

» notificacdo as empresas para adequacgao dos alimentos as legislagfes sanitéarias;

> resolucdes de interdicao e apreensao de produtos com laudos condenatorios;

> inspecfes sanitarias nos estabelecimentos fabricantes dos alimentos que
apresentaram laudos condenatorios;

> elaboracéo e ou ajuste de regulamentos técnicos.

O Instituto Octavio Magalhdes da Fundacdo Ezequiel Dias (FUNED) € o
Laboratério Central de Saude Publica de Minas Gerais (LACEN/MG) e integra os sistemas
de vigilancia epidemioldgica, vigilancia sanitaria e ambiental no &mbito municipal, estadual
e federal. Seu trabalho esta voltado para a prevencéo e controle de doencas e para a
promocao da saude. Constitui-se por duas unidades e trés divisdes: Assessoria, Unidade
de Higienizacéo e Producéo de Meios de Cultura, Divisdo de Epidemiologia e Controle de
Doencas, Divisdo de Vigilancia Sanitaria e Ambiental (DIVISA) e Divisdo de Planejamento

e Gestdo da Qualidade (FUNED, 2011).
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A Divisdo de Vigilancia Sanitaria e Ambiental desempenha importante papel na
promocgdo e protecdo da saude no que se refere a fiscalizagdo da producédo e
comercializacdo de alimentos, 4guas, medicamentos, saneantes, cosméticos, sangue e
seus derivados e outros produtos sujeitos a vigilancia sanitaria, ambiental e a saude do
trabalhador. Desenvolve suas atividades em estreita parceria com os 6rgaos de vigilancia
a saude do Estado e Municipios, desde o planejamento, execu¢do e avaliacdo dos
programas e metas. A DIVISA busca atingir metas e seguir 0s requisitos junto a norma de
Qualidade NBR ISO/IEC 17025:2005. As modalidades de analises realizadas sdo (MINAS
GERAIS, 1997; FUNED, 2011):

» andlise fiscal,

» andlise de contraprova;

» analise em amostra unica;

» andlise para elucidacao de surtos de doencas transmitidas por alimentos;
» analise de orientacao/conformidade;

» analise em programas da qualidade.

As amostras de monitoramento de alimentos s&o colhidas pelos o6rgdos de
Vigilancia Sanitaria, que as dividem em trés involucros padrdo para assegurar as
caracteristicas da amostra e autenticidade. Um invélucro, junto a uma via do Termo de
Coleta de Amostras, é entregue ao detentor ou responsavel pelo alimento a fim de servir
como contraprova e as duas outras sao imediatamente encaminhadas ao laboratério, uma
para a realizacdo das analises e a outra para servir de testemunho. Cada involucro
devera conter quantidades iguais de unidades, do mesmo lote e suficientes para a
realizacdo das analises. Quando a quantidade ou natureza da amostra ndo permitir sua
coleta em triplicata, a coleta se dara em apenas um involucro, como “amostra anica”, que
sera encaminhada ao LACEN. A empresa é notificada e orientada a enviar um
representante e/ou perito por ela indicado ou, na falta de ambos, de duas testemunhas
para acompanhar a execuc¢do das andlises fiscal (MINAS GERAIS, 1997; FUNED, 2011).

A fim de auxiliar na escolha por alimentos industrializados mais saudaveis a partir
das informacdes contidas nos rétulos, a ANVISA publicou, em dezembro de 2003, a
resolucdo RDC n° 360 — Regulamento Técnico sobre Rotulagem Nutricional de Alimentos
Embalados, em atendimento a Politica Nacional de Alimentacdo (BRASIL, 2003a;
BRASIL, 2003b).

Os rotulos séo considerados elementos essenciais de comunicacéo entre produtos
e consumidores por conter informacfes estratégicas que auxiliam nos tratamentos de

reducdo dos riscos de doencas crOnicas, tais como: diabetes melitus (acgucar),
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hipertenséo (sal), doenca celiaca (trigo, aveia, centeio e cevada), intolerancia a lactose
(leite) entre outras. H4 uma tendéncia geral por parte dos consumidores em conhecer o
valor nutricional dos alimentos industrializados, principalmente no tocante a quantidade de
calorias, gorduras, mineras e outros nutrientes que possam trazer algum tipo de beneficio
ou prejuizo aquele que o consome. O consumidor obtém informac&o sobre os alimentos
através do conhecimento da familia, midia, educacéo, publicidade e através dos proprios
rétulos. Dados recentes levantados junto a populacdo demonstram que aproximadamente
70 % das pessoas consultam os rotulos dos alimentos no momento da compra (CHAGAS
et al., 2009; DIAS et al., 2008; GRANDI e ROSSI, 2010; SILVA et al., 2011).

A evolucdo em termos de legislacdo no Brasil foi motivada pela necessidade de
adequacao aos parametros internacionais e pelo novo perfil de consumidor. Desta forma,
0s rotulos passaram a ser instrumento de uma estratégia educativa com o objetivo de
informar e de facilitar a escolha de alimentos mais benéficos (DIAS et al., 2008).

A Resolugcdo RDC 360/2003 determina que os roétulos devem apresentar
obrigatoriamente, salvo algumas excec¢des, o teor de carboidratos, proteinas, gorduras
totais, gorduras saturadas, gorduras trans, fibra alimentar e sédio por por¢cao do alimento.
Estas informacbes sao utilizadas pelos o6rgdos de fiscalizacdo para comparar a
veracidade das declaracdes. Ela prevé ainda que poderé haver discordancia entre o valor
declarado no rétulo com os resultados laboratoriais de até 20 %, seja superior ou inferior.
Caso se ultrapasse este limite, deve-se considerar que o parametro em gquestao esta em

desacordo com a legislacdo, ou seja ndo conforme (BRASIL, 2003b).

2 IOGURTE

A cadeia produtiva do leite € uma das mais importantes do complexo agroindustrial
brasileiro, desempenhando um papel de relevancia no suprimento de alimentos e na
geracdo de emprego e renda para a populacdo (CARVALHO, 2002).

Minas Gerais destaca-se como o maior estado produtor de leite (Figura 1). Em
2010, a producao atingiu cerca de 8,4 bilhdes de litros/ano, participando com 27 % da
producédo brasileira segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2010).
Como parte integrante da cadeia produtiva do leite, o iogurte foi um dos alimentos

monitorados nos anos de 2010 e 2011 pela Vigilancia Sanitaria.
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Nome Valor (L/ano) %

Brasil 30.715.460 100
Minas Gerais 8.388.039 27
Rio Grande do Sul 3.633.834 12
Parana 3.595.775 12
Goids 3.193.731 10
Santa Catarina 2.381.130 8
Sédo Paulo 1.605.657 5
Bahia 1.238.547 4
Pernambuco 877.420 3
Ronddnia 802.969 3
Mato Grosso 708.481 2
Para 563.777 2
Mato Grosso do Sul 511.270 2
Demais estados >500.000 »>2

Figura 1 — Distribui¢cdo da produg&o nacional de leite em litros (IBGE, 2010)

Os leites fermentados constituem uma classe de produtos lacteos que inclui o
logurte, kefir, kumis kishk, coalhada entre outros. Caracterizam-se pela inoculagcéo de
microorganismos especificos que reduzem o pH ao transformar a lactose em &cido latico
e coagulam as proteinas (EARLY, 2000). A acidez provocada pela fermentacédo, além de
estar associada ao desenvolvimento do sabor, torna estes produtos relativamente
estaveis, e inibe o crescimento de bactérias deterioradoras (BASTIANI, 2009).

O iogurte € definido como um produto cuja fermentacdo se realiza através de
cultivos simbidticos de Streptococcus salivarius subsp. thermophilus e Lactobacillus
delbrueckii subsp. Bulgaricus, os quais podem ser acompanhados, de forma
complementar, por outras bactérias acido-lacticas que, por sua atividade, contribuem para
a determinacgédo das caracteristicas do produto final (BRASIL, 2007). Os microorganismos
inoculados devem ser viaveis, ativos e abundantes no produto final durante seu prazo de
validade (EARLY, 2000; BRASIL, 2007). O sabor suave do iogurte é conseguido pela
acdo simbidtica das duas culturas laticas que durante a fermentagdo produzem o
acetaldeido, o qual confere o sabor caracteristico do iogurte, além do didxido de carbono,
acido aceético, acetoina, diacetil entre outros que também influenciam na textura e no
aroma (EARLY, 2000; REIS, 2007).
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O iogurte é reconhecidamente um alimento tradicional dos povos do Oriente Médio,
0s quais dispunham das bactérias fermentadoras e das condicbes ideais para seu
desenvolvimento (ORDONES, 2005; LONGO, 2006). Outros povos, em diferentes
momentos, como Sumeérios, Babilénios, Mesopotaneos, o Phroes do noroeste da Africa e
os Indianos também passaram a dominar a técnica de producao do iogurte (TAMIME e
ROBINSON, 1991) que se estendeu rapida e amplamente como pode ser observado nos
numerosos produtos “tipo iogurte” que surgiram na antiguidade em diferentes partes do
mundo: “Jugurt” na Turquia, “Leban” no Libano, “Roba” no Iraque, “Tarro” na Hungria,
“Skyr” na Islandia e “Shosim” no Nepal, entre outros (TAMIME e ROBINSON, 1991;
EARLY, 2000). Sua popularidade na Europa deve-se, em grande parte, aos trabalhos do
bacteriologista russo Elie Metchinikoff, que no inicio do século XIX estudou as bactérias
utilizadas na elaboracdo deste produto. Em seu livro “A prolongacéo da vida”, escrito em
1907, Metchinikoff atribui a boa saude e a extraordinaria longevidade das populacdes
bulgaras aos efeitos das bactérias contidas no leite acido consumidas diariamente
(EARLY, 2000; LONGO, 2006). E necessario salientar que suas observacbes se
relacionavam com a ingestdo de um produto diferente do que se conhece atualmente
como o iogurte. Metchnikoff dedicou-se ao estudo de uma s6é linhagem, Bulgarian bacillus,
que por muito tempo foi considerado o que hoje se conhece por Lactobacillus bulgaricus.
Posteriormente, verificou-se que o Lactobacillus acidophilus deveria ser o microorganismo
contido naqueles produtos devido a afinidade deste microorganismo com o trato intestinal
humano (LONGO, 2006).

No inicio do Século XX, o iogurte era considerado medicamento, e era vendido
apenas em farmacias. A partir de 1920 houve o inicio da industrializacdo do iogurte e sua
popularizacdo ocorreu por volta da década de 60 do século passado com a adicdo de
polpa de frutas e acucar, que mascara seu gosto acido. Segundo o IBGE (2004), o
consumo anual por renda per capta de iogurte no Brasil passou de 0,36 kg em 1974-1975
para 2,91 em 2002-2003. Nos ultimos anos observou-se crescimento consideravel na
producdo de iogurte, chegando a atingir uma producao média de 400 mil toneladas em
2007, o que representa 76 % do total de produtos lacteos (SILVA e NASCIMENTO, 2007).

2.1 COMPOSICAO E REQUISITOS DE QUALIDADE

Atualmente existe uma variedade de iogurtes disponiveis no mercado. Estes
variam em funcdo do método de producgdo, dos ingredientes e aditivos utilizados que

proporcionam produtos com sabores, consisténcia e valor caldrico distintos.
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Segundo a legislacdo brasileira (BRASIL, 2007), o iogurte deve ser composto
obrigatoriamente por leite e/ou leite reconstituido padronizado em seu contetdo de
gordura e deve-se utilizar como cultura lactea as bactérias Streptococcus salivarius
subsp. thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus. Pode ser adicionado
opcionalmente leite concentrado, creme, manteiga, gordura anidra de leite, leite em po,
caseinatos alimenticios, proteinas lacteas, outros sélidos de origem lactea, soros lacteos,
concentrados de soros lacteos, frutas em pedacos, polpa(s), suco(s), e outros preparados
a base de frutas. Outras substancias alimenticias, tais como: acucares, mel, coco,
cereais, vegetais, frutas secas, chocolate, especiarias, café, podem ser adicionadas
sozinhas ou acompanhadas. E permitida a adicdo de amidos e/ou amidos modificados,
em uma propor¢do maxima de 1 % (m/m) do produto final, sendo que os ingredientes
opcionais nao lacteos, sozinhos ou combinados, podem estar presentes em uma
propor¢cdo maxima de 30 % (m/m) do produto final. O iogurte deve atender aos requisitos
fisico-quimicos indicados na Tabela 1 (BRASIL, 2007):

Tabela 1 — Requisitos fisico-quimicos descritos no Padréo de Identidade e Qualidade do

iogurte

Matéria gorda Acidez Proteinas
Produto / parametro ) . )
lactea (g/1009) (g &c. latico/100q) lacteas (g/1009)

Com creme Min. 6,0 0,6al5 Min. 2,9
Integral 3,0a5,9 0,6al5 Min. 2,9
Parcialmente desnatado 0,6a29 0,6a1l15 Min. 2,9
Desnatado Max. 0,5 0,6al5 Min. 2,9

Fonte: BRASIL, 2007.

O padréo legal definido na legislacéo brasileira para composi¢cao quimica do iogurte
€ baseado no teor de gordura: com creme, integral, parcialmente desnatado e desnatado
(BRASIL, 2007).

Para TAMIME e ROBSON (1991) o iogurte pode ser classificado de acordo com a
consisténcia resultante da coagulacao das proteinas e 0 modo de producéo:

» soOlido (ou firme): quando o coagulo é formado pela fermentacéo, dentro da propria
embalagem de venda, e o iogurte tem uma massa continua semi-sélida. O envase

é feito apos a inoculagcéo do fermento;

» homogéneo (ou batido): formado por uma massa com estrutura de gel, que é
guebrada apés o resfriamento e seguida do envase.
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O iogurte também pode ser classificado segundo o aroma que apresenta (MARTIN,
2002):
» natural: € o iogurte tradicional com seu tipico sabor acido acentuado;
» com frutas: € produzido por adicdo de frutas, usualmente frutas naturais,
congeladas, purés, polpas, pedacos ou geléias de frutas;
» aromatizado: preparado por adicdo, ao iogurte natural, de acucar e outros agentes

adocantes, saborizantes e corantes sintéticos.

2.2 VALOR NUTRITIVO

A importancia do iogurte na alimentacdo humana deve-se principalmente aos
atributos nutricionais do leite e, durante a fermentacéo, a proteina, a gordura e a lactose
sofrem hidrélise parcial, tornando o produto facilmente digerivel, além de ser utilizado na
recomposicdo e estabilizagdo da microbiota intestinal, por ser considerado agente
regulador das funcdes digestivas (EARLY, 2000; MARTIN, 2002).

A composicdo do iogurte é similar a do leite, embora haja algumas diferencas
devido a mudancgas ocorridas pela fermentagédo bacteriana sobre a lactose e pela adicao
de leite em p6, com o objetivo de aumentar o teor de sdlidos totais, permitindo maior
conteudo protéico (TAMIME e ROBINSON, 1991; EARLY, 2000; MARTIN, 2002). 0]
iogurte natural, sem adicdo de polpa, contém tracos de diversos mono e dissacarideos,
mas a lactose € o agucar dominante representando cerca de 4 a 5 % (m/m) do iogurte.
Estes carboidratos representam uma fonte de energia para o metabolismo humano
(TAMIME e ROBSON, 1991). Estudos relatam que a lactose presente no iogurte estimula
a absorcdo de calcio e magnésio e apresenta um baixo indice glicémico quando
comparado com a glicose e a sacarose, fazendo com que o iogurte se torne adequado
para diabéticos (CHANDAN et al., 2006). Ao contrario do leite, pessoas com intolerancia a
lactose também podem consumir iogurte e leites fermentados com relativa seguranca. Ha
algumas teorias para explicar esta aparente contradicdo. A mais aceita é a de que 0s
microorganismos do iogurte continuam metabolizando a lactose através da liberacdo das
enzimas lactase e B-D-galactosidase mesmo ap6és a ingestdo do produto, fazendo com
que a quantidade deste agucar que chega ao intestino delgado seja tdo pequena que néo
produz reacdes adversas (EARLY, 2000; CHANDAN et al., 2006). Também ¢é possivel
que a difusdo da lactose na mucosa intestinal seja dificultada pelos residuos das

proteinas lacteas coaguladas (EARLY, 2000).
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Assim como o leite, as proteinas do iogurte apresentam elevado valor bioldgico.
Tanto as caseinas como as proteinas do lactosoro (lactoalbuminas e lactoglobulinas)
contém uma elevada proporcdo de aminoécidos essenciais. O aumento da digestibilidade
das proteinas do iogurte é atribuida a formacéo do coagulo resultante da reducédo do pH
do meio pelas bactérias fermentadoras e protedlise. As vantagens deste tipo de coagulo é
a estrutura mais aberta dos agregados de caseina que facilitam o acesso das enzimas
digestivas e assim a digestdo (TAMIME e ROBSON, 1991). O grau de protedlise depende
das cepas bacterianas utilizadas, mas em geral durante a incubacdo séo liberados varios
peptideos e aminoacidos essenciais ou nao, entre eles valina, acido glutamico, triptofano
e metionina, que cobrem uma importante parte da ingestéo diaria recomendada (TAMIME
e ROBSON, 1991; EARLY, 2000; ORDONES, 2005).

A gordura do leite contém varios nutrientes necessarios para a alimentacdo
humana, como vitaminas lipossollveis e lipideos bioativos (Tabela 2). Contudo, o leite
contém relativamente baixas propor¢des de 4cidos graxos insaturados e altas propor¢oes
de acidos graxos saturados, como 0s acidos miristico (C14:0) e palmitico (C16:0), que
favorecem o aumento plasmatico de LDL em humanos (Tabela 3). Apesar das
dificuldades em correlacionar a dieta com o risco de desenvolvimento de doencas
cronicas, ambos os &cidos graxos tém sido associados com o aumento das taxas de
colesterol, risco para doencgas cardiovasculares, tromboses, resisténcia a insulina, ganho
de peso e obesidade (GRANT, 1998; WARENSJO et al.,, 2004; STOOP, 2009). Um
balanco ideal de consumo entre os acidos graxos saturados e insaturados seria de em
torno de 10 % de &cidos graxos poliinsaturados, 82 % de monoinsaturados e 8 % de
saturados (SILVA et al., 2006a).
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Tabela 2 — Principais componentes bioativos da gordura do leite

Acidos graxos e composic¢ao percentual Efeitos sobre a saude
C4.0 — acido butirico (3,1 %) Modulador das funcdes génicas;
Anticarcinogénico;
C8:0 — acido caprilico (1,5 %) Atividade antiviral,
Contribui para reducao de tumores;
C10:0 — acido caprico (3,4 %) Antiviral,
% Inibidor da COX-1 e COX-2;
= C12:0 — acido laurico (4,1 %) Inibidor da COX-1 e COX-2;
? Antivrial;
Antibacteriano (Helicobacter pylori);
Anti agregador plaquetério;
C14:0 — &cido miristico (10,2 %) Aumenta LDL e HDL;
C16:0 — acido palmitico (29,4 %)
C18:1 — acido oléico (28,2 %) Prevencéao de doencas
§ cardiovasculares;
= Estabilizagdo de membranas;
C18:2 — acido linoleico conjugado Anticarcinogénico/antimutagénico;
% (CLA) (0,5 %) Antidiabéticos;
% Inibicdo de aterosclerose;
2 .
- § C18:2 n6 — acido linoléico (0,5 %) Acidos graxos essenciais.
C18:3 n3 — acido linolénico (0,5 %)
C20:5 n3 — acido eicosapenaendico
(EPA) (0,03 %)

Fonte: MAIA, 1987; LEDOUX et al., 2005

Tabela 3 — Percentual da fracéo de &cidos graxos presente na gordura do leite

Acidos graxos

g ac. graxo/100g gordura do leite

C4:0 — 18:0 (SFA)
C18 insaturado (U FA)

66,1
29,7

SFA = &cido graxo saturado; UFA = acido graxo insaturado
Fonte: MAIA, 1987; SILVA et al., 2006a; STOOP, 2009.
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No processamento do iogurte, a etapa de homogeneizacdo do leite quebra os
glébulos de gordura em particulas menores e as lipases produzidas pelas bactérias
lacticas liberam parcialmente os acidos graxos e o colesterol. Com isso a emulsificacao
das gorduras pelos sais biliares se torna mais eficiente e facilita a digestdo e absorcao
dos acidos graxos (TAMIME e ROBINSON, 1991).

Dos minerais presentes no iogurte destacam-se célcio (114 a 130 mg/100mL),
potéssio (116 a 176 mg/100mL), cloro (90 a 110 mg/100mL), fésforo (53 a 72 mg/100mL),
sédio (35 a 90 mg/100mL) e magnésio (9 a 14 mg/100mL) em teores mais elevados e
ferro, aluminio, bromo, zinco e manganés como elementos tracos, em concentracoes
inferiores a 0,6 mg/100mL. Estes minerais estdo presentes no meio, em equilibrio, sob a
forma coloidal e soltvel. Apenas 20 a 30 % do célcio e do magnésio do leite estdo
presentes sob a forma id6nica. O restante esta ligado aos anions citrato e fosfato como
constituintes da porcao coloidal. Com a reducéo do pH do leite pela fermentacéo, a forma
coloidal é progressivamente convertida a forma iénica. No pH de 4,4 a maior parte dos
minerais estdo presentes sob a forma idnica, soluvel e difusivel, tornando o iogurte uma
importante fonte de calcio para o consumo humano, principalmente para portadores de
intolerancia a lactose e osteoporose (TAMIME e ROBSON, 1991; CHANDAN et al., 2006).

Os valores de niacina, acido pantoténico, acido félico e vitamina B12 sao,
geralmente, reportados como superiores nos diferentes tipos de produtos laticos
fermentados, principalmente o iogurte, quando comparados ao leite (FERREIRA, 2001). A
disponibilidade de vitaminas no iogurte pode variar de acordo com 0 processamento e a
formulagdo. Muitas vitaminas s&8o sensiveis ao tratamento térmico, podendo ser
posteriormente suplementadas (EARLY, 2000). As vitaminas do leite contribuem para o
desenvolvimento das bactérias lacticas que, por sua vez, produzem outras vitaminas,
aumentando assim a variedade destas presentes no iogurte. De uma forma geral, o
iogurte é considerado um alimento equilibrado e adequado a qualquer dieta (LONGO,
2006).

As bactérias lacticas (Lactobacillus e Streptococcus) produzem metabdlitos, como
por exemplo o acido latico, que tem efeito antagdnico sobre o crescimento de varios
microorganismos. Tém sido reportados na literatura compostos antibacterianos
produzidos por Lactobacillus bulgaricus que atuam na inibicdo da Salmonella, Shigella, e
Escherichia coli (MARTIN 2002). A literatura também ressalta o efeito hipocolesterolémico
das culturas lacteas do iogurte que causam desconjugacdo ou dehidroxilacdo dos sais
biliares no intestino delgado, provocando consequentemente perda de &cidos biliares,

impedindo-os de serem reciclados. Devido a isso, 0 organismo usa mais colesterol para
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fabricar sais biliares, diminuindo o nivel de colesterol sérico. Autores também apontaram
como fatores responsaveis pelos efeitos hipocolesterolémicos do iogurte a inibicdo da
sintese de colesterol a partir do acetato pela presenca de hidroximetilglutarato (fator
inibitorio de sintese de colesterol) (MARTIN, 2002).

2.3 PROCESSAMENTO DO IOGURTE NATURAL BATIDO

2.3.1 Matéria prima

O leite destinado a fabricacdo do iogurte deve ser de 6tima qualidade. De uma
maneira geral, deve apresentar como caracteristicas fundamentais auséncia total, ou
presenca minima, de substancias estranhas, auséncia de organismos patogénicos, ser
isento de antibiéticos, acidez maxima entre 0,14 a 0,18 g &c. latico/100g, apresentar sabor
e odor normais, extrato seco desengordurado em torno de 8,5 a 11 % e ser proveniente
de Uberes sdos, nao infectados (BEHMER, 1985; TAMIME e ROBINSON, 1991,
OLIVEIRA e CARUSO, 1996).

A cultura starter ou iniciadora para o processo fermentativo pode ser adquirida de
duas formas: as indlstrias compram os iniciadores e 0s propaga, em leite integral ou mais
frequentemente em leite desnatado, para atingir o volume de indculo necessario para sua
producdo. Porém, é necessario a disponibilidade de instalacbes e méo de obra qualificada
para a manutencdo dos cultivos; ou pode-se adquirir a cultura starter em quantidade
suficiente para incuba-la diretamente em volume definido de leite. Esse sistema evita
problemas com iniciadores inativos, desequilibrados e contaminacdes com bactérias
competitivas (ORDONES, 2005).

A diferenciagéo da composicao entre os diversos iogurtes presentes no mercado se
da através da adicdo de ingredientes tais como amidos, gomas, pectinas, gelatinas,
aromatizantes, saborizantes, frutas em forma de pedacos, polpa, sucos e outros
preparados a base de frutas dentro de limites regulamentados pelo Padréo de ldentidade
e Qualidade dos Leites Fermentados (BEHMER, 1985; TAMIME e ROBINSON, 1991,
BRASIL, 2007).

2.3.2 Padronizacao

A padronizacdo é uma etapa que visa garantir que o iogurte apresente uma

composi¢cdo quimica constante, evitando variagcdes de sabor, aroma, textura e aspecto
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entre um lote e outro. O iogurte deve ser padronizado quanto ao teor de gordura e sélidos
nao-gordurosos, denominado extrato seco desengordurado (ESD) (CHANDAN et al.,
2006).

No iogurte batido a porcentagem de ESD deve estar na faixa de 8,5 a 10 %. O
iogurte tradicional, com textura mais firme, deve ter 12 % (FERREIRA, 2001). Para
padronizar estes valores de ESD é desejavel que adicione soélidos lacteos ao leite que
sera utilizado no processo. O aumento de sélidos ndo-gordurosos proporciona um porduto
mais consistente e reducdo da tendéncia de sinérese, desprendimento do soro apés a
formacao do coagulo (FERREIRA, 2001; LONGO, 2006).

E pratica comum e regulamentada pela legislacdo brasileira a adicdo de leite
concentrado, creme, manteiga, gordura anidra de leite, leite em p0, caseinatos
alimenticios, proteinas lacteas, outros soélidos de origem lactea, soros lacteos,
concentrados de soros lacteos com o objetivo de se alcancar a concentracdo de sélidos
necessaria para a melhor consisténcia do iogurte (TAMIME e ROBINSON, 1991,
OLIVEIRA e CARUSO, 1996; CHANDAN et al., 2006; BRASIL, 2007).

2.3.3 Homogeneizacéao

O principal objetivo da homogeneizacao é a reducdo dos glébulos de gordura, que
sdao constituidos por um nucleo central, contendo a gordura, envolvido por uma pelicula
de natureza lipoprotéica conhecida com o nome de membrana. O processo industrial para
homogeneizacdo do leite consiste em passa-lo através de um pequeno orificio, sob
elevada pressdo, o que reduz mecanicamente o tamanho dos globulos, até que seja
atingido o diametro em torno de 1 a 2 um (Figura 2). Este processo visa aumentar a
estabilidade e consisténcia dos produtos fermentados, proporcionado um melhor corpo e
brilho através da reducédo do tamanho dos globulos de gordura, evitando sua coalescéncia
e a formac&o da linha de nata (CHANDAN et al., 2006; ORDONES, 2005).
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Figura 2 — Esquema de funcionamento de um homogeneizador e corte transversal de um
glébulo de gordura (CHANDAN et al., 2006)

A homogeneizacao também provoca uma série de efeitos secundarios: modificacédo
da membrana, por aumentar consideravelmente a superficie total dos glébulos de
gordura; maior acesso das lipases aos triglicerideos, porque componentes originais da
membrana ndo sdo suficientes para recobrir 0os novos glébulos; a cor se torna mais
branca em razdo de maior efeito dispersante da luz; diminuicdo da tendéncia a auto-
oxidacdo, porque os cations localizados na membrana, especialmente o cobre, migram
para o soro; homogeneizacdo dos ingredientes adicionados a formulagdo, como o0s
espessantes e os agticares (ORDONES, 2005).

O leite homogeneizado apresenta um gel mais firme devido a mudanca na
capacidade de retencédo de agua das proteinas do soro, causada pela sua desnaturacao.

Desta forma, é obtido um produto mais cremoso, de melhor sabor e digestibilidade
(TAMIME e ROBINSON, 1991; OLIVEIRA e CARUSO, 1996; LONGO, 2006).

2.3.4 Tratamento térmico

Apés a homogeneizacgédo, o leite sofre tratamento térmico que envolve temperatura
e tempo bem mais elevados que aqueles usualmente empregados na pasteurizagcédo do
leite destinado ao consumo direto. Podem ser utilizados os bindmios 80 °C / 30 min.;
85 °C / 9 min. ou 90 °C / 3 min. (CHANDAN et al., 2006). O tratamento térmico abaixo do
indicado resulta em desnaturagdo incompleta, enquanto tratamentos térmicos acima do
indicado resultardo em perda da funcionalidade pela excessiva desnaturacdo das
proteinas (HANSEN, 2000). O principal objetivo desta etapa € destruir o0s
microorganismos patogénicos e desnaturar parcialmente as proteinas, melhorando as

propriedades do leite como substrato para as bactérias da cultura lactica. A desnaturacao
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assegura que o coagulo do produto fermentado seja firme devido a precipitacdo das
proteinas durante o processo de acidificacdo. Também s&o inativados compostos que
possam ter efeito inibidor sobre as culturas lacticas, enzimas indesejaveis que poderiam
desenvolver sabor e odor de ranco e liberacdo do oxigénio dissolvido (TAMIME e
ROBINSON, 1991; OLIVEIRA e CARUSO, 1996; LONGO, 2006).

O tratamento térmico prolongado pode favorecer a reacdo de Maillard em que
ocorre a condensacgéo entre agucares redutores, como a lactose, e grupos amina, como
aminoacidos, caseinas, lactoalbuminas e lactoglobulinas, peptideos, na proporcao de 1:1.
Essa reacdo € extremamente desejavel em alguns alimentos como café, cacau, carne
cozida, pdo, pois confere o sabor, aroma e cor caracteristicos aos mesmos. Porém, &
extremamente indesejavel em outros, como leite em pod, ovos e derivados desidratados,
pois pode resultar na perda de nutrientes como aminoacidos essenciais. Apesar de ser
uma reacdo muito estudada, o seu mecanismo ainda néo foi totalmente elucidado em
razao de sua complexidade (RIBEIRO e SERAVALLI, 2004; FENNEMA, 2010).

A velocidade da reacdo de Maillard é maxima em pH proximo a neutralidade
(pH 6 - 7). Em meio acido, predomina a forma protonada do grupo NH, de aminoacidos,
eliminando a nucleofilicidade desse grupo e, assim, retardando a reacdo com 0 grupo
carbonila do acgucar. Em meio alcalino, ocorre rapida degradacdo de carboidratos
(RIBEIRO e SERAVALLLI, 2004).

2.3.5 Fermentacao e rompimento do coagulo

O resfriamento subsequente a 40/45 °C permite que se adicione a cultura starter,
que pode variar de de 0,5 a 3 % do volume de leite, dependendo da fonte utilizada. Apds
a inoculacdo, a mistura deve ser incubada em tanques apropriados ao iogurte batido; a
temperatura de incubacdo normalmente & escolhida dentro da faixa de 40 a 45 °C e a
fermentacdo € processada até que se atinja pH em torno de 4,5 a 4,6. Concluida a
fermentacdo, bate-se o0 coagulo para obter a consisténcia desejada (TAMIME e
ROBINSON, 1991; OLIVEIRA e CARUSO, 1996; ORDONES, 2005).

Apos a inoculacdo o S. thermophilus é o primeiro a desenvolver-se. Seu
crescimento promove a producdo dos acidos férmico, piravico e principalmente o latico.
Com isso, ocorre a acidificacdo e abaixamento do potencial oxiredutor do meio,
estimulando assim o desenvolvimento do L. bulgaricus. Este, por sua vez, passa a
crescer, reduzindo ainda mais o pH e liberando ao meio aminocidos como a glicina,

histidina e valina que estimulam o crescimento do S. thermophilus. A continua reducéo do
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pH inibe o S. thermophilus e o L. bulgaricus e, por ser mais resistente a acidez, aumenta
em numero sua populacdo. No final do processo, exite um numero bem maior de
L. bulgaricus do que S. thermophilus. Ao pH 4,3, ambas bactérias passam a ser inibidas.
O Lactobacillus é o principal produtor de compostos responsaveis pelo sabor e o aroma
caracteristico do iogurte, como acetaldeido, diacetil, entre outros (TAMIME e ROBINSON,
1991; MARTIN, 2002; LONGO, 2006).

2.3.6 Resfriamento e acondicionamento

Atualmente recomenda-se que o resfriamento do iogurte seja realizado em fases
sucessivas para evitar a retragcdo em excesso do coagulo, que favorece a sinérese. O
resfriamento é feito primeiro de forma rapida, até 30 °C, para iogurtes com frutas ou
aromatizados. E nesta etapa que se adiciona a polpa e/ou corantes, aromatizantes, e
saborizantes. Depois, mais lentamente, a 20 °C, e mais tarde a 14,5 °C, antes de chegar
finalmente a uma temperatura de 2 a 4 °C. Assim consegue-se a melhor textura, sem
causar acidificacdo excessiva. O resfriamento antes do envase é realizado mediante
trocadores de calor de placas ou tubulares. Estes ultimos causam menor dano a estrutura
do coagulo, proporcionando um produto ligeiramente mais viscoso (BEHMER, 1985;
TAMIME e ROBINSON, 1991; OLIVEIRA e CARUSO, 1996; LONGO, 2006; ORDONES,
2005).

A refrigeracdo do iogurte interrompe o crescimento das bactérias lacticas, que
mantém, no entanto, uma certa atividade metabdlica. Devido a este fato, o produto
apresenta tendéncia a aumentar a acidez durante o armazenamento enquanto a sua
viscosidade diminui. O iogurte fabricado em boas condicdes de higiene e mantido sob
temperatura de 2 a 8 °C permanece comestivel por aproximadamente 20 a 30 dias.
(TAMIME e ROBINSON, 1991). De uma forma geral, a refrigeracdo de alimentos, quer
sejam frescos ou processados, permite aumentar a vida Util deles para periodos
relativamente longos, com repercussdo minima nas suas caracteristicas nutritivas e
sensoriais. A manutencdo da cadeia do frio para os iogurtes € de suma importancia. Sob
temperaturas de 2 a 8 °C, as bactérias lacticas sdo mantidas em estado latente, inibindo
guase totalmente a sua atividade fermentativa. Com a quebra da cadeia do frio, estas irdo
intensificar sua atividade aumentando a acidez do meio e prejudicando sua viabilidade,
além de comprometer as propriedades sensoriais como sabor, odor, textura e
consisténcia através da aceleracdo das atividades quimicas e enzimaticas (LONGO,

2006; SILVA e FREITAS, 2010).
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As embalagens de iogurte evoluiram desde as classicas de vidro até as atuais de
materiais plasticos, sobretudo polietiieno de alta densidade e poliestireno. Estas sao
quimicamente inertes, ndo possuem sabor nem odor, apresentam boa resisténcia a
impactos, sédo leves e de grande facilidade para o fechamento térmico (TAMIME e
ROBINSON, 1991; LONGO, 2006).

2.4 USO DE ESPESSANTES EM IOGURTES

Os espessantes sao representados pelos polissacarideos que possuem a
capacidade de modificar e controlar a mobilidade da agua em sistemas alimenticios apés
dissolverem-se ou dispersarem-se. Sdo formados por polimeros de monossacarideos. A
maioria contém unidade glicosil que, em média, possui trés grupos hidroxila. Cada um
desses grupos tem a possibilidade de formar ligacées de hidrogénio com uma ou mais
moléculas de agua. Além disso, o a&tomo de oxigénio do anel e o atomo de oxigénio que
liga um anel de acucar ao outro também podem formar ligagcbes de hidrogénio com a
agua. Estes polimeros possuem cadeia longa, alto peso molecular e podem ser extraidos
de algas marinhas, sementes, exsudados de arvores e de colageno animal. Alguns sao
produzidos por sintese microbiana e outros pela modificacdo de polissacarideos naturais
(RIBEIRO e SERAVALLI, 2004; BELITZ, et al., 2009; FENNEMA, 2010).

Segundo TAMIME e ROBINSON (1991), as concentragbes em massa de
estabilizantes recomendadas para o iogurte sdo: 0,02 a 0,2 % para pectinas e amidos
modificados; 0,2 a 0,5 % para agar - agar, goma de alfarroba, goma guar, alginatos,
gelatina e carragenatos; 1 a 2 % para amidos. A legislacdo Brasileira estabelece adicao
no maximo de 1 % do produto final para amidos e/ou amidos modificados (BRASIL, 2007),
1 % de pectina, pectina amidada e gelatina e de 0,5 % (m/m) isolados ou combinados
para os demais espessantes (BRASIL, 2007). Esta limitacdo se da em funcdo do alto
poder de hidratacdo dos espessantes, principalmente das gomas, que possibilita a adicao
de agua ao iogurte sem perda de viscosidade, porém com grande prejuizo ao valor
nutricional. Um gel de polissacarideo, embora ndo contenha 1 % de polimero, pode conter
até 99 % de agua em volume (BELITZ, et al., 2009; FENNEMA, 2010).

O calculo da quantidade necessaria de estabilizante/espessante deve ser
considerado cuidadosamente, porque se a concentracdo for muito baixa, ndo exercera
suas propriedades funcionais e se for excessivamente alta, pode levar ao aparecimento
de defeitos de aspecto e textura (EARLY, 2000). As moléculas dos espessantes sao

capazes de formar uma rede mediante ligacbes com o0s componentes do leite,
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principalmente os ions calcio, devido a presenca de grupos carregados negativamente,
como, por exemplo, os grupos carboxilicos (EARLY, 2000).

A utilizacdo de espessantes nas formulacdes de iogurtes visa manter a viscosidade
durante o processo de elaboracdo, modificar a estrutura e a textura, evitar a sinérese,
especialmente durante o armazenamento e transporte, facilitar a suspensdo das
particulas de frutas e podem influenciar na cremosidade e untuosidade do produto
(TAMIME e ROBINSON, 1991; EARLY, 2000).

Com excecado dos amidos, os espessantes, principalmente os celuldsicos, podem
ser considerados fontes de fibras. Estes desempenham importantes funcdes, como
contribuir para o aumento do peristaltismo e bolo fecal, absorver possiveis metabdlicos
toxicos produzidos pela microbiota intestinal ou provenientes da alimentacdo, além de
retardar a hiperglicemia pés-prandial, o que é recomendavel para pessoas portadoras de
diabetes ou intolerancia a lactose (TAMIME e ROBSON, 1991; FENNEMA, 2010).

A goma carragena é extraida de algas Chondrus crispus, também conhecida como
musgo irlandés, que cresce de forma abundante ao longo da costa do Atlantico Norte,
incluindo Estados Unidos da América, Canada e Peninsula Ibérica. E uma mistura de, no
minimo, cinco polimeros distintos: [ (kappa), A (lambida), |1 (um), [I (iota) e [J (nu).
Dessas fracoes, a [| e a A sdo as mais importantes em alimentos. O peso molecular e a

estrutura das fragcbes determinam suas propriedades funcionais e a propor¢gdo das
diferentes fragdes varia com a espécie da alga e habitat. As carragenas sdo misturas de
varias galactanas sulfatadas unidas por ligacdes alternadas a-1,3 e B-1,4 (Figura 3). A
habilidade da carragena de estabilizar o leite € dependente do numero e da posicao de
grupos sulfatos na sua estrutura. O anion carragenato reage com as proteinas (complexo
proteina - carragenato) e forma uma dispersédo coloidal estavel (BOBBIO e BOBBIO,
2003; RIBEIRO e SERAVALLI, 2004; FENNEMA, 2010).

A carboximetilcelulose (CMC) é ampla e extensivamente usada como goma para
alimentos em funcdo de suas propriedades reoldgicas e auséncia de toxicidade. O
tratamento da polpa de madeira purificada, com hidroxido de sédio 18 %, produz celulose
alcalina. Quando esta reage com o sal sédico do acido cloroacético, forma-se o sal sodico
do éter carboximetilico (Figura 3). Ela dissolve-se em agua e forma um fluido néo
Newtoniano, cuja viscosidade diminui com o aumento de temperatura. As solucdes séo
estaveis na faixa de pH de 5 a 10, com estabilidade maxima na faixa de pH de 7 a 9. A

CMC forma sais soluveis com cations monovalentes, mas a solubilidade diminui na
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presenca de cations bivalentes e os cations trivalentes podem provocar sua precipitacao
(BOBBIO e BOBBIO, 2003; RIBEIRO e SERAVALLI, 2004; FENNEMA, 2010).

A pectina comercial € obtida da casca de frutas citricas e do bagaco de maca. Séo
polimeros compostos principalmente por unidades de a-D-acidos galacturdnicos ligados
por ligacdes glicosidicas a-1,4, encontrados na lamela média das células vegetais (Figura
3). O grupo das substancias pécticas abrange substancias com diferentes propriedades e
dificeis de serem separadas umas das outras. Um aspecto que as diferencia é o grau de
metoxilacdo: grupos com metilas esterificados ao grupo carboxilico da molécula. Os graus
de metoxilacdo influenciam fortemente as propriedades funcionais, tais como:
solubilidade, capacidade de gelificacdo, temperatura e condigcbes de gelificacdo das
pectinas (RIBEIRO e SERAVALLI, 2004; FENNEMA, 2010).

Entre as gomas naturais comercializadas, a goma guar produz a mais alta
viscosidade sendo pouco afetada pelo pH e por sais, entretanto, grandes quantidades de
sacarose podem reduzir sua viscosidade. Apresenta sinergismo com outras gomas. E
uma galctomanana que contém unidades de manose e galactose unidas por ligacdes
B-1,4 e ramificacbes de uma unica unidade ligadas na posicdo O-6 (Figura 3). E obtida
pela moagem do endosperma de sementes de Cyamosis tetragonolobus (RIBEIRO e
SERAVALLI, 2004; FENNEMA, 2010).

A goma xantana é um polissacarideo extracelular produzido pelas bactérias da
espécie Xanthomonas campestris. Foi a primeira goma produzida em escala industrial por
fermentacdo. Apresenta uma estrutura similar a celulose, contendo grupos de
oligossacarideos ligados a &cido piravico (Figura 3). E estavel em uma ampla faixa de pH
e na faixa de temperatura de 0 a 100 °C. E compativel com muitos sais e acidos
presentes em alimentos e interage de forma sinérgica com a goma guar (RIBEIRO e
SERAVALLI, 2004; FENNEMA, 2010).
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Figura 3 — Estrutura dos mondémeros dos espessantes goma carragena,
carboximetilcelulose, pectina, goma guar e goma xantana (RIBERIO e SERAVALLI, 2004,

FENNEMA, 2010)

As caracteristicas quimicas, fisicas e os aspectos nutricionais do amido o destacam
dos demais carboidratos. Ele é a reserva alimentar predominante das plantas, fornecendo
70 - 80 % das calorias de consumo humano no mundo, sendo a matéria prima alimentar
mais abundante e barata disponivel (BOBBIO e BOBBIO, 2003; RIBEIRO e SERAVALLI,
2004; FENNEMA, 2010). E encontrado na natureza em particulas caracteristicas
denominadas granulos. Estes sdo constituidos de moléculas de amilose e amilopectina
dispostas de modo radial, que apresentam regides cristalinas e nao cristalinas em
camadas alternadas (Figura 4) (BOBBIO e BOBBIO, 2003; DENARDIN e SILVA, 2009;
FENNEMA, 2010).

. _~ Hilum

Porgado terminal
{ o — redutora

Figura 4 — Estrutura da amilopectina formando as regibes amorfas e cristalinas no granulo
de amido (BELITZ et al., 2009)
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A amilose é essencialmente uma cadeia linear de a-D-glicoses unidas em ligacdes
glicosidicas a-1,4, contendo de 350 a 1000 unidades apresentando estrutura helicoidal,
a-hélice, formada por ligacdes de hidrogénio entre os radicais hidroxilas das moléculas de
glicose (Figura 5). Por serem helicoidais, com o interior hidrofébico, as cadeias de amilose
sdo capazes de formar complexos de inclusdo com porcdes hidrofébica lineares de
moléculas que se ajustam ao tubo, como os acidos graxos e o triiodeto (I3) (RIBEIRO e
SERAVALLI, 2004; DENARDIN e SILVA, 2009; FENNEMA, 2010).

A amilopectina apresenta uma estrutura ramificada, constituida por cadeias
lineares de 20 a 25 unidades. Essas cadeias estdo unidas entre si através de ligacdes
glicosidicas a-1,6 (Figura 5). A amilopectina é constituida por 10 a 500 mil unidades de
glicose e apresenta uma estrutura esférica (RIBEIRO e SERAVALLI, 2004; FENNEMA,
2010).

Amilopectina
_ oH —
c< _ Amilose -
R\OH &y OH OH OH
I}
o 0 o)
OH HO OH \ \
CH, CH CH CH
O\ o\ o\ R\OH Lo-\OH L o \OH ,
R
CH CH CH
R OH Lo-\OH Lo OH i OH OH OH n
R n — -
L OH OH OH |

Figura 5 — Estrutura dos monoémeros de amilopectina e amilose (RIBEIRO e SERAVALLI,
2004; FENNEMA, 2010)

A proporcao entre amilose/amilopectina varia com a espécie, grau de
maturacdo e manipulagdo genética dos vegetais. Dependendo do teor de amilose, o
amido pode ser classificado em: amido comum, ceroso ou baixo teor de amilose (waxy) e
com alto teor de amilose (high-amylose) e apresenta aplicagcfes distintas na industria. O
amido de milho normal se caracteriza pela formacédo de um gel consistente e € bastante
utilizado em sopas desidratadas e molhos que requerem viscosidade a quente. Para
produtos que necessitam de armazenamento sob refrigeracéo é indicado o amido ceroso,
que apresenta maior estabilidade a baixas temperaturas devido ao fato de praticamente
nao possuir amilose. Os géis feitos com esses amidos séo fracos e altamente viscosos.
Os amidos com alto teor de amilose gelificam e formam filmes com facilidade, sendo
utilizados principalmente em produtos como 0s nuggets, aos quais confere crocancia e
previne a penetracdo excessiva de 6leo durante a fritura (BELITZ, et al., 2009; WEBER et
al., 2009).
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Os amidos comerciais sdo obtidos a partir de sementes de cereais, principalmente
de milho, trigo, arroz, tubérculos e raizes, em especial batata e mandioca (WEBER et al.,
2009; FENNEMA, 2010).

Os amidos modificados séo produtos obtidos a partir do amido com a finalidade de
atender as necessidades especificas da industria de alimentos, como melhorar as
caracteristicas das massas e dos géis devido ao aumento de resisténcia ao calor, ao
cisalhamento e a acidez (RIBEIRO e SERAVALLI, 2004; BELITZ et al., 2009).

As modificacbes podem ser de um so tipo, porém, com freqiéncia os amidos séo
preparados pela combinacdo de dois, trés e, algumas vezes, quatro processos, que
podem ser quimicos ou fisicos. As modificagdes quimicas compreendem as reagfes de
hidrélise acida, com formacdo de dextrinas, oxidacdo, esterificacdo, eterificacdo e
formacdo de ligacdes cruzadas. As modificacdes fisicas compreendem a alteracao da
estrutura cristalina pelo processo de pré-gelatinizacdo, que causa ruptura da ordem
molecular no interior dos granulos, evidenciado pelo inchago irreversivel do granulo, perda
da birrefringéncia e da cristalinidade. Este processo produz uma goma viscosa,
constituida de uma fase continua e amilose solubilizada e/ou moléculas de amilopectina,
e uma fase descontinua de granulos remanescentes. Em particular, o amido é adicionado
ao leite que sera destinado a producdo do iogurte antes do processamento térmico,
permitindo assim a formacao do gel (EARLY, 2000; BOBBIO e BOBBIO, 2003; RIBEIRO e
SERAVALLI, 2004; BELITZ, et al., 2009; FENNEMA, 2010).

As moléculas de amido, assim como todas as moléculas de polissacarideos, séo
despolimerizadas por acidos a quente devido a presenca de carbono anomérico. A
hidrélise quimica dos polissacarideos € influenciada por varios fatores, tais como pH,
temperatura, configuragdo anomeérica (a € mais susceptivel que B), forma e tamanho do
anel. De uma forma geral a sensibilidade a hidrélise diminui com o aumento das
associagdes intermoleculares. As ligagdes glicosidicas sdo mais facilmente quebradas em
meios acidos que alcalinos. A hidrélise das ligagdes glicosidicas ocorre de forma aleatoria
para produzir, inicialmente, fragmentos muito grandes e, no final do processo, moléculas
menores como as dextrinas e mondémeros de glicose (Figura 6). Na formacao de dextrinas
pode ocorrer o fendmeno de reversdo em que as cadeias de ligacdes glicosidicas lineares
(a-1,4) sao transformadas em cadeias menores e ramificadas cuja ligacdo o-1,6
predomina. A extensdo destas modificagdes varia de acordo com o tipo de amido utilizado
e 0 ambiente quimico da reacdo (BRIMHALL, 1944; THOMPSON e WOLFROM, 1958;
RIBEIRO E SERAVALLI, 2004; FENNEMA, 2010).
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Figura 6 — Mecanismo de hidrolise do amido em meio acido formando gllcose e dextrinas
(BRIMHALL, 1944; CAREY, 2000; BRUICE, 2006)

3 METODOS ANALITICOS PARA DETERMINACAO DE
CARBOIDRATOS

3.1 METODO DE LANE-EYNON

Aldoses sdo acgucares redutores, desde que possuam um aldeido funcional de
cadeia aberta. Em solucdes alcalinas as cetoses se interconvertem em aldoses por meio
de um intermediario endlico, fendmeno conhecido como tautomeria. De uma forma geral,
qualquer carboidrato que contenha uma funcdo hemiacetal livre € um acucar redutor
(CAREY, 2000; BOBBIO e BOBBIO, 2003).

Os acucares redutores em solucdes alcalinas sdo capazes de reduzir sais de
cobre, prata, bismuto e mercurio a compostos de valéncia menores ou ao estado metélico
(CECCHI, 2003; BELITZ, et al. 2009).

A solucdo de sulfato de cobre (Cu®) complexada com tartarato em meio basico
(Reagente de Fehling) é capaz de oxidar aldeidos alifaticos ao seu &cido carboxilico
correspondente. A formagédo de um precipitado vermelho tijolo de 6xido de cobre (CuxOs)
é indicativo de teste positivo para aldeidos (Figura 7). O quimico alemé&o H. V. Fehling foi
0 primeiro pesquisador a indicar as propor¢des adequadas dos reagentes (CAREY, 2000;
DEMIATE et al., 2002).
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Figura 7 — Esquema da reagcdo de oxidagdo dos aldeidos presente nas moléculas de

aclcares através da reducdo do Cu®* a Cu* (CAREY, 2000)

Usualmente, as reacdes coloridas baseadas nas propriedades redutoras dos
acucares ndo sao especificas e necessitam de remocéao de substancias interferentes para
posterior identificacdo e quantificacdo. Essas substancias podem ser pigmentos soluveis,
substancias opticamente ativas (aminoacidos etc.), constituintes fendlicos, lipideos e
proteinas. Os interferentes podem ser separados por descoloracdo, tratamento com
resina trocadora de ions, ou clarificagdo com varios agentes clarificantes. A funcao
desses clarificantes é de precipitar as substancias que podem interferir na medida fisica
ou quimica dos acuUcares. Para os lacteos utilizam-se as solucdes de ferrocianeto de
potassio e sulfato de zinco, em que a presenca de metais pesados precipitam substancias
coloidais, por exemplo, as proteinas, ou o precipitado formado na reacdo com metais
pesados, como ferricianeto de zinco, combina e co-precipita as proteinas. Para separar 0s
acucares soluveis do precipitado, utiliza-se papel de filtro, o qual retém a borra gerada e a
fracao lipidica (CAREY, 2000; CECCHlI, 2003) .

O método de Lane-Eynon, descrito na Association of Official Analytical Chemists
(AOAC, 2006), baseia-se na adicdo a um erlenmeyer da solucdo de carboidratos a ser
quantificada até proximo ao ponto de viragem teorico e 5 mL de cada uma das solucdes
de Fehling A (solucéo de cobre) e Fehling B (solucéo alcalina de tartarato). Submete-se o
conjunto ao aquecimento até atingir o ponto de ebulicdo, adiciona-se a solucédo de azul de
metileno a 2 % e titula-se vagarosamente a solu¢do e carboidratos até que observe o
ponto de viragem. O azul de metileno € um indicador de oxi-reducdo que muda de azul
para incolor, porém, como existe o precipitado de Oxido de cobre, a cor observada na
viragem é de azul para vermelho-tijolo. Existem dois fatores importantes a serem
seguidos nesse método para maior exatiddo dos resultados (DEMIATE et al.,, 2002;
CECCHI, 2003; AOAC, 2006; BRASL, 2006):

1. A solucédo deve ficar constantemente em ebulicdo durante a titulacdo, porque o
Cu,O formado pode ser novamente oxidado pelo O, do ar, mudando a cor
novamente para azul;

2. Atitulacéo deve levar no maximo 3 minutos, porque pode haver caramelizacao dos

acucares com o aquecimento prolongado.
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O aquecimento de solucdes de carboidratos a temperaturas préximas ao ponto de
ebulicdo da agua, em particular da sacarose e acUcares redutores, em auséncia de
compostos nitrogenados, promove um complexo grupo de reacdes envolvidas na
caramelizacdo. A reacao é facilitada por pequenas quantidades de acidos e alguns sais.
Ainda que nédo envolva a reacdo entre carboidratos e proteinas, a caramelizacao é similar
a reacdo de Maillard. O produto final, o caramelo, contém uma mistura complexa de
compostos poliméricos formados a partir de compostos ciclicos insaturados e de alto peso
molecular. O aguecimento causa desidratacdo da molécula de agucar, por um mecanismo
que envolve enolizacdo e [B-eliminacdo, com a introducdo de ligacbes duplas ou a
formagdo de anéis anidros. S&o formados entdo os intermediarios furanos e
hidroximetilfurfural (HMF). Os anéis insaturados podem condensar formando polimeros de
coloracdo marrom, as melanoidinas e os caramelos. As fracdes de baixo peso molecular
presentes na mistura caramelizada contém, além do agucar que nao reagiu, acido piravico
e aldeidos (BOBBIO e BOOBIO, 2003; RIBEIRO e SERAVALLI, 2004; FENNEMA, 2010).

3.2 IDENTIFICACAO DE AMIDOS PELO TESTE DO LUGOL

O teste do Lugol, também conhecido como solucdo/reagente de Lugol, foi
elaborado pela primeira vez em 1829 como uma solucao elementar de iodo e iodeto de
potassio em agua pelo pesquisador francés J.G.A. Lugol (NEUZIL, 2002).

A solucdo de Lugol é composta por 10 g de iodeto de potassio e 5 g de iodo
dissolvidos em 100 mL de agua destilada. O iodeto de potassio é adicionado para
aumentar a solubilidade do iodo por formacdo do anion triatbmico I3. O iodo pode se

polimerizar e formar o |5 (Figura 8) (CAREY, 2000; MORITA e ASSUMPCAOQ, 2007).

_— —_—
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Figura 8 — Reacédo de polimerizacdo do iodo com iodeto para formacao dos anions Iz e Is
(CAREY, 2000)

Atualmente a solugdo de Lugol é utilizada como antiséptico, desinfetante, reagente
de rotina para detecgédo de amido, quantificacdo de amilose, em exames de colposcopia,
coloracdo de GRAM, investigacdo de neoplasias bucais, entre outros (KNUTSON, 1999;
NEUZIL, 2002; SIMOES, 2009; GONDIM, et al. 2011; WANG et al., 2011).

O complexo de inclusdo azul formado pelo iodo com amilose (Figura 9) é

normalmente utilizado para mensurar o0 contelddo de amilose nos amidos por
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espectrofotometria e ou potenciometria. A diferenciacdo entre amido comum, ceroso e
com alto teor de amilose é de grande importancia na industria alimenticia devido as suas
vérias e especificas aplicac6es. Nos métodos espectrofotométricos existem variagdes em
termos de absortividade e comprimento de onda em funcdo do comprimento de onda
maximo de absorcéo utilizado (Amsx), dependendo do grau de polimerizagdo e da
estrutura das moléculas de amilose, que determina a composi¢cdo do complexo da cadeia
de iodo com as hélices da amilose (KNUTSON, 1999; LIU et al.,, 2009; WEBER et al.,
2009).
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Figura 9 — Representacdo esquematica da conformacdo espacial da amilose e do
complexo de incluséo Iz-amido (SOUZA e NEVES, 2011)

Estudos demonstraram que a estrutura primaria de cadeia de poliiodo é composta
por subunidades I3” e Is, combinadas para formar quatro cadeias de poliiodo dominante
(16>, 111%, 1132 e 115%), que apresentam diferentes espectros de absorcdo com complexo de
amilose. As absor¢cbes maximas destes espectros sdo de 480 - 510, 610 - 640, 690 - 720
e 730 - 760, respectivamente. A Figura 10 evidencia os espectros de absorgéo produzidos
por fontes amilaceas com diferentes tamanhos das cadeias glicosidicas a-1,4. Estas
produzem espectros distintos, constantes, significativos e quantificaveis (KNUTSON,
1999; WANG et al., 2011).
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Figura 10 — Espectro de absorcdo de complexos de iodo com diferentes fontes amilaceas
(WANG et al., 2011)

4 VALIDACAO DE METODO ANALITICO

A validacdo pode ser definida como a confirmagdo da adequacdo de um
determinado método para o propdsito de uso (fitness for purpose). Trata-se da
comprovacéao, por meio de evidéncia objetiva, de que os requisitos para uma aplicagao ou
uso especificos pretendidos foram atendidos (ABNT, 2005a).

Ter validado um método significa que o procedimento, que inclui toda a sequencia
analitica, é aceito como correto. O uso de testes estatisticos adequados torna as decisfes
menos subjetivas e o processo de validacdo de métodos analiticos mais facil de
demonstrar e implementar (IUPAC, 2002; SILVA e ALVES, 2006).

Além dos procedimentos de validacao para garantir a confiabilidade da medicéo, &
necessario que o laboratorio disponha de procedimentos operacionais padrbes, que
devem ser conduzidos por pessoal habilitado, utilizando equipamentos calibrados,
instalados e mantidos em local que apresentem condi¢cdes ambientais adequadas, dentre
outros requisitos descritos na norma ABNT NBR ISO/IEC 17025:2005 (ABNT, 2005b;
INMETRO, 2005; FILHO et al., 2011).

Véarios sdo os documentos que podem ser utilizados como referéncia na

estruturacdo de procedimentos de validacdo intralaboratorial de métodos analiticos. No
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Brasil, o documento orientativo de referéncia € o DOQ-CGCRE-008 do INMETRO
(INMETRO, 2010). Uma abrangente revisdo foi elaborada por SOUZA (2007) a fim de

propor um protocolo embasado em normas nhacionais e internacionais e critérios

estatisticos. Os principais parametros estudados na validacéo intralaboratorial de métodos

quantitativos sao: linearidade, sensibilidade, efeitos de mariz, seletividade, exatidao

(veracidade), precisédo e limites de deteccdo e quantificagdo. SOUZA (2007) e o

INMETRO (2010) definem os parametros conforme abaixo:

>

linearidade: habilidade de um método analitico em produzir resultados que sejam
diretamente proporcionais a concentracdo do analito em amostras, em uma faixa
de concentracdo. A Faixa linear de trabalho € o intervalo entre os niveis inferior e
superior de concentragdo do analito no qual foi demonstrado ser possivel a
determinacdo com precisdo, extadido e linearidade exigidas, sob as condi¢des
especificadas para o ensaio, ou seja, o intervalo de concentracdo do analito no
gual o método pode ser considerado como validado.

sensibilidade: demonstra a variacdo da resposta em funcdo da concentracdo do
analito. Pode ser expressa pela inclinacdo da curva de calibracdo, obtida por
regressao linear, e € determinada simultaneamente aos testes de linearidade. Varia
em fungéo do analito e da técnica de deteccao utilizada.

efeito de matriz: possibilidade de compostos interferentes presentes na matriz do
analito estudado potencializar ou reduzir o sinal e magnitude do efeito do analito.
seletividade: grau no qual um método pode quantificar o analito acuradamente na
presenca de interferentes.

exatidao: proximidade de concordancia entre resultados de um ensaios com o valor
de referéncia aceito para a propriedade medida.

precisao: proximidade de concordancia entre resultados de ensaios independentes
obtidos sob condi¢des estipuladas. Usualmente especificado em termos de desvio
padrdo ou desvio padréo relativo. E normalmente determinada para circunstancias
especificas de medicdo e as duas formas mais comuns séo a repetitividade e a
reprodutibilidade.

repetitividade: grau de concordancia entre os resultados de medi¢cdes sucessivas
de um mesmo mensurando, efetuadas sob as mesmas condi¢cbes de medicéo:
mesmo procedimento de medi¢cdo, mesmo observador, mesmo instrumeto usado
sob as mesmas condi¢cdes, mesmo local e repeticdes em curto espaco de tempo.
Expressa quantitativamente em termos de caracteristica de dispersdo dos

resultados.
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» reprodutibilidade: grau de concordancia entre os resultados das medi¢bes de um
mesmo mensurando, efetuadas sob condi¢cfes variadas de medigao.

» limite de detecc&o: menor quantidade ou concentracao de analito em uma amostra
gue pode ser confiavelmente distinguida de zero.

» limite de quantificacdo: menor concentracdo do analito que pode ser determinada

com um nivel aceitavel de preciséo.
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CAPITULO | — AVALIACAO DO TEOR DE GORDURA E
LEVANTAMENTO DOS ESPESSANTES UTILIZADOS EM
IOGURTES COMERCIAIS

RESUMO

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria € o 6rgdo responsavel pela regulagdo de
alimentos embalados. Em atendimento as demandas nacional e estadual, o Programa de
Monitoramento de Alimentos fiscaliza uma amostragem dos produtos disponiveis para o
consumidor no estado de Minas Gerais. O iogurte foi um dos alimentos monitorados
durante os anos de 2010 e 2011. Neste periodo, em 48 amostras de 29 industrias
diferentes, foram avaliadas as declaracfes de espessantes nos roétulos, o teor de gordura
e a presenca de amidos. Testou-se a capacidade do reagente Lugol distinguir o amido
das gomas guar, xantana, carragena, carboximetilcelulose e pectina. O reagente mostrou-
se seletivo para detecgdo de amido. Os espessantes mais utilizados foram a goma guar
(35 %), amido modificado (35 %) e goma xantana (27 %). O amido foi declarado em
apenas 10 % do total das amostras coletadas, porém sua presenca foi detectada em 75 %
dos iogurtes analisados. Em 36 % das amostras o teor de gordura estava abaixo do valor
declarado e 17 % acima, ambos ultrapassando o limite tolerado pela legislacdo. Os
resultados evidenciaram a ampla utilizacdo dos amidos em iogurtes, respaldando a
necessidade do monitoramento deste parametro, assim como o teor de gordura, devido

ao alto percentual de ndo conformidade.

Palavras chave: monitoramento; avaliagdo da qualidade; rotulagem; amidos; teor de

gordura.
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ABSTRACT

The Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria is a governmental agency responsible for
regulating packaged foods. In attendance to the Brazilian demands, the Food Monitoring
Program inspect a sample of available products for consumers in the Minas Gerais state.
The yogurt was one of the food products inspected between 2010 and 2011. In this period,
It was checked out the declaration of thickeners, fat level and the presence of the starches
in labeling of the 48 samples belong to 29 different industries. It was examined the ability
of the Lugol's reagent to distinguish between the starch and some gums, like guar gum,
xanthan, carrageenan, carboxymethyl cellulose and pectin. This reagent showed
selectivity in the detection of the starch. The most used thickeners was the guar gum
(35 %), xanthana (27 %) and modified-starch (35 %). The starch was mentioned in labels
in only 10 % of the total amount of sample collected, however it was detected starches in
75 % of the samples. 36 % of the samples showed low fat level and 17 % high fat level in
comparison with describe in labels. The large utilization of starches in yogurts warned to
the necessity to monitor this parameter, as well as the fat content, due to high rate of the

noncompliance.

Key words: monitoring, quality assessment label, starch, fat content.
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1 INTRODUCAO

A Constituicdo Brasileira de 1988 declara que a saude é um direito social e resulta
de diversas condicles, tais como alimentacdo, educacéao, trabalho, renda, acesso aos
servicos de saude, dentre outras, sendo um direito garantido por meio da implantacédo de
politicas econdmicas e sociais, que devem promover a integracdo de diversos setores do
governo. O Sistema Unico de Salde (SUS) é o meio de concretizacdo desse direito
(BRASIL, 1988; CUSTODIO et al., 2011).

A Lei Organica da Saude, n° 8080/1990, dispde sobre as condicbes para a
promocao, protecdo e recuperacao da saude e inclui como campo de atuacdo do SUS as
acOes em vigilancia sanitéria. A lei n® 9782/1999 definiu o Sistema Nacional de Vigilancia
Sanitaria (SNVS) e criou a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para
coordenar suas ac¢des em nivel nacional, sendo esta um dos instrumentos de que o SUS
dispbe para realizar seu objetivo de prevencdo e promoc¢do da saude (BRASIL, 1990;
BRASIL, 1999).

A ANVISA regulamenta, controla e fiscaliza produtos e servicos que envolvam risco
a saude publica. Dentre os produtos submetidos a sua jurisdicéo incluem-se os alimentos,
as bebidas, seus insumos, embalagens (rétulos), aditivos alimentares entre outros
(BRASIL, 1999).

A Vigilancia Sanitaria Estadual de Minas Gerais € representada pela
Superintendéncia de Vigilancia Sanitaria, que se estrutura por meio de 28 Geréncias
Regionais de Saude (GRS) reponsaveis, na area de alimentos, por executar a fiscalizacdo
de estabelecimentos, concessédo de alvara sanitario, coleta de amostras de alimentos e
agua para os diferentes programas de monitoramento, apuracao de denuncias e de surtos
de doencas transmitidas por alimentos e agua (BRASIL, 1999; MINAS GERAIS, 2012).

Vinculado a Secretaria Estadual de Saude e parte integrante do Sistema Nacional
de Laboratérios de Saude Publica, o Laboratorio Central de Saude Publica de Minas
Gerais (LACEN/MG) é representado pelo Instituto Octavio Magalhdes da Fundacao
Ezequiel Dias (FUNED). Este € responsavel, entre outras atribuicdes, pelas analises
fisico-quimicas e microbioldgicas dos alimentos coletados pelas Vigilancias Sanitérias
(VISAs) municipais (FUNED, 2011).

O Programa de Monitoramento dos Alimentos (PROGVISA) € uma das acdes da
VISA e do LACEN de Minas Gerais que desde o ano 2000 fornece dados relativos a

qualidade dos alimentos tal como se encontram disponibilizados no comércio. Estes
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dados servem de subsidio para o planejamento e estruturacdo de suas acbes de
promocdo e protecdo a saude, como também para elaboracdo ou revisdo da legislacdo
sanitaria (ANVISA, 2003; MINAS GERAIS, 2012).

Os critérios utilizados na escolha dos alimentos monitorados contemplam
principalmente as demandas dos programas nacionais, estaduais e regionais como, por
exemplo, o Programa de Analise do Teor Nutricional (PATEN), Programa do Centro
Integrado de Monitoramento da Qualidade de Alimentos (CQUALI-Leite), Programa de
Monitoramento de Aditivos e Contaminantes (PROMAC) e Monitoramento do Teor de lodo
no Sal para Consumo Humano (Pro-iodo). Os critérios de escolha dos programas
nacionais sdo embasados principalmente nos potenciais riscos a saude da populacdo e
doencas transmitidas por alimentos (ANVISA, 2003; MINAS GERAIS, 2012).

Anualmente sdo monitorados no estado de Minas Gerais cerca de 30 tipos de
produtos alimenticios. Os resultados analiticos sdo comparados com o0s padrdes de
identidade e qualidade especificos de cada alimento e demais legislacdes pertinentes.
Caso a analise indique alguma irregularidade, sdo tomadas providéncias objetivando a
protecdo da saude do consumidor, como interdicdo cautelar do produto, a instauracao de
processo administrativo sanitario, notificacdo da empresa e fiscalizacdo sanitaria do
estabelecimento produtor (ANVISA 2003; MINAS GERAIS, 2012).

O Padrao de ldentidade e Qualidade de leites fermentados (IN 46/2007 MAPA)
estabelece para os iogurtes a definicdo, classificacdo, composi¢cao, requisitos fisico-
quimicos e microbioldgicos, lista de ingredientes obrigatorios e opcionais, tabela de
aditivos permitidos com os limites maximos estabelecidos e o regulamento de rotulagem
especifico do produto (BRASIL, 2007). Os amidos fazem parte dos ingredientes opcionais
e as gomas sao aditivos que podem ser utilizados na fabricacdo do iogurte. Os
polissacarideos representam uma classe de aditivos que podem ser utilizados como
substitutos de gordura (fat replacers). Quando adicionados aos alimentos proporcionam
as propriedades de corpo e espessamento, produzindo assim uma similaridade aos
produtos tradicionais ricos em gordura ou até fornecendo algumas vantagens
tecnoldgicas, sensoriais ou de custo, pois geralmente os substituintes de gordura
agregam agua a formulagdo (PINHEIRO e PENNA, 2004; PEDROSO, 2006). Dos
alimentos comercializados com substitutos de gordura, os iogurtes foram os produtos que
obtiveram a melhor aceitacdo no mercado americano. Mais de 80 % dos iogurtes
vendidos em 2001, nos EUA, eram produzidos com substitutos de gordura (SIVIERI e
OLIVEIRA 2002).
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No Brasil, a industria de laticinios é bastante expressiva, apresentando elevado
nivel de desenvolvimento tecnoldgico. E pratica comum o processamento de mais de um
tipo de iogurte em seu mix de produtos para atender os varios segmentos do mercado. A
deciséo de utilizar ou ndo gomas e amidos varia de acordo com a formulacdo de cada
produto. Analises fisico-quimicas s@o0 necessarias para averiguar a veracidade das
declarag@es dos rétulos (LONGO, 2006; REIS, 2007).

No presente estudo objetivou-se identificar quais espessantes sao utilizados nas
formulacdes de iogurtes através da lista de ingredientes contidas nos rétulos de iogurtes
recolhidos no comércio de Minas Gerais pelas VISAs Municipais participantes do
PROGVISA, no periodo de 2010 e 2011, e comparar as declara¢cdes do rotulo com os
resultados obtidos em andlises laboratoriais de teste qualitativo de Lugol para deteccao

de amido e quantitativo de gordura total nesses produtos.

2 MATERIAL E METODOS

As vidrarias volumétricas e equipamentos de medicdo utilizados neste trabalho
foram calibrados por empresas acreditadas pelo Instituto Nacional de Metrologia,
Normalizacdo e Qualidade Industrial (INMETRO) e pertencentes a Rede Brasileira de
Calibracao (RBC).

Os ensaios foram conduzidos nas instalacbes do Laboratério de Quimica
Bromatolégica e Cromatografia da Divisdo de Vigilancia Sanitaria da Fundacdo Ezequiel

Dias.

2.1 MATERIAL

- Baldo volumétrico de 100 e 1000 mL;

- bastéo de vidro;

- béquer de 50, 100 e 250 mL;

- butirdmetro de Gerber para leite com rolha;
- espatula de aco inox;

- luvas de vaqueta;

- pipeta volumétrica de 1 e 11 mL;

- proveta de 10 mL.
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2.2 EQUIPAMENTOS

- Balanga analitica com resolugéo de 0,0001g — Metler mod. AG 285;
- banho-maria com ajuste digital de temperatura — Marconi;

- capela de exaustéo - Buzzatos;

- centrifuga de Gerber — Fanem mod. 202,;

- densimetro com intervalo entre 1,700 a 1,900 g/mL.
2.3 REAGENTES E PADROES

- Acido sulfarico concentrado (densidade de 1,840g/ mL a 20°C) PA, Vetec;
- 4gua deionizada;

- alcool isoamilico PA, Merck;

- amido de batata 98 % PA, Sigma;

- amido modificado comercial, Cornign;
- carboximetilcelulose 98 % PA, Genkor;
- goma carragena 98 % PA, Genkor;

- goma guar 98 % PA, Genkor;

- goma xantana 98 % PA, Genkor;

- lodeto de potassio PA, Vetec;

- lodo ressublimado PA, Merck;

- pectina 98 % PA, Genkor.

2.4 SOLUCOES

Acido sulfdrico d= 1,820 g/mL:  misturou-se a 120 mL de agua destilada 925 mL de
acido sulfarico concentrado d = 1,840 g/mL em banho de gelo. A solugéo foi aferida
com densimetro ao atingir temperatura de 20 °C.

Solucdo de Lugol: 10 g de iodeto de potassio e 5 g de iodo ressublimado foram
dissolvidos em 100 mL de agua destilada.

Solugbes a 1 % de cada padrédo: amido de batata, ami do modificado, goma guar,
goma xantana, goma carragena, carboximetilcelulose e pectina: foram
elaboradas solucdes distintas a partir de 1 g de cada um dos padrdes de amido de

batata, amido modificado, goma guar, goma xantana, carboximetilcelulose e
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pectina que foram solubilizados em de agua destilada a 90 °C e completado o

volume para 100mL, respectivamente.

2.5 AMOSTRAGEM

As VISAs Municipais participantes PROGVISA coletaram 48 amostras de 29
marcas diferentes de iogurtes comercializados no territorio de Minas Gerais entre 2010 e
2011. Tais amostras foram encaminhadas para andlise no Laboratério de Quimica
Bromatolégica e Cromatografia da FUNED. Observou-se a aleatoriedade das amostras
sem priorizar marcas, estabelecimentos ou alguma caracteristica do produto como, por
exemplo, o contetudo de gordura.

Levantou-se, junto ao termo de coleta das amostras, 0 numero de amostras de
iogurtes que foram recolhidas por cada uma das 28 Geréncias Regionais de Saude (GRS)
para averiguar sua representatividade no estado. Sabe-se que, dos 30 tipos de alimentos
pactuados para o monitoramento anual, a distribuicdo da coleta entre as gerencias é
embasada nos seguintes fatores: oferta do produto; existéncia de industrias na regiao;
facilidade de transporte, coleta, acondicionamento e envios das amostras. Esta Ultima
caracteristica € um fator limitante para o envio do iogurte. A manutencdo da cadeia do frio
nos produtos lacteos € de suma importancia. Uma vez interrompida, as caracteristicas
fisico-quimicas e microbiolégicas sdo comprometidas, inviabilizando as analises fiscais.
Desta forma, as regionais que dispunham apenas dos servicos dos correios (SEDEX)
para envio de amostras coletaram apenas alimentos ndo pereciveis, enquanto que 0s
alimentos pereciveis ficaram restritos as GRSs que possuiam transporte proprio. Devido a
sua perecibilidade e ao prazo de validade inferior a 30 dias, o iogurte foi coletado como
amostra Unica, e ndo em triplicata, em quantidade suficiente para suprir todas as analises
laboratoriais (FUNED, 2011).

2.6 LEVANTAMENTO DA INCIDENCIA DE ESPESSANTES
DECLARADOS NOS ROTULOS DE IOGURTES COMERCIAIS

Tendo em vista que para a obtencdo de textura e aspecto diferenciado pode-se
utilizar espessantes sozinhos ou em mistura, realizou-se o levantamento da incidéncia de

espessantes declarados nos rotulos dos iogurtes. Para tal, contabilizou-se o nimero de
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vezes que cada espessante foi declarado nos rétulos das amostras e calculou-se o

percentual de incidéncia com base no total de amostras.

2.7 AVALIACAO DA SELETIVIDADE DA SOLUCAO DE LUGOL
PARA DETECCAO DE AMIDOS

Avaliou-se a seletividade da solugédo de Lugol pela sua capacidade de distinguir os
amidos de outras gomas alimenticias utilizadas comercialmente.

Foram elaboradas solugdes distintas a 1 % com os padrdes: de amido de batata,
amido modificado comercial, goma guar, goma carragena, goma xantana,
carboximetilcelulose e pectina.

Transferiu-se 5 mL de cada solucdo em triplicata para tubos de ensaios, mais um
tubo contendo 5 mL de agua destilada (amostra controle), adicionou-se 5 mL de agua
para cada tubo, perfazendo um total de 10 mL, e 2 gotas do reagente Lugol. Agitou-se e
observou-se a coloracdo. O desenvolvimento da cor azul escuro indicou a presenca de
amido (BRASIL, 2006).

2.8 IDENTIFICACAO DE AMIDOS EM IOGURTES

O teste do Lugol foi realizado em todas as amostras coletadas pelas VISAs
municipais devido a possibilidade das industrias alterarem a formulacédo dos iogurtes em
diferentes lotes sem, no entanto, modificar os dizeres dos rétulos.

Recolheu-se 10 mL de cada amostra, adicionou-se 5 mL de agua destilada,
agueceu-se e adicionou-se e 2 gotas do reagente Lugol. A mistura foi agitada e observou-
se a coloracdo. O desenvolvimento de cor azul escuro indicou a presenca de amido
(BRASIL, 2008).

Utilizou-se a estatistica nao-paramétrica de significancia “Qui-quadrado” para
comparar a classificacdo do iogurte segundo seu o teor de gordura com os resultados do

teste do lugol. Para os calculos considerou-se a = 0,05.
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2.9 ANALISE DE GORDURAS TOTAIS DOS IOGURTES
COMERCIAIS

Os resultados de analise com desvio de no méaximo + 20 % em relagcdo ao valor
declarado nos rotulos de teor de gorduras totais foram considerados satisfatérios, dentro
do valor tolerado pela legislacdo, de acordo com o estabelecido na RDC 360/2003
ANVISA para alimentos embalados (BRASIL, 2003; BRASIL, 2006).

O preparo da amostra para a andlise do teor de gorduras totais foi realizada
conforme IAL (2004): pesou-se cerca de 25,00 g da amostra de iogurte em béquer e
transferiu-se quantitativamente, com auxilio de um bastao de vidro e agua destilada, para
um baldo volumétrico de 50 mL. A um butirémetro de leite, adicionou-se 10 mL da solugéo
de acido sulfurico d=1,820 g/mL, 11 mL da amostra previamente preparada e 1 mL de
alcool isoamilico. Fechou-se com rolha para butirdbmetro. Com auxilio de luvas de
vaqueta, homogeneizou-se a mistura observando os requisitos de biosseguranca. A
amostra foi centrifugada em centrifuga de Gerber por 5 minutos e transferida para banho-
maria a 65 °C por 5 minutos. As operagdes de centrifugagéo e incubacao foram repetidas
antes de verificar a porcentagem de gordura na escala do aparelho (Figura 1.1). Utilizou-

se a seguinte formula para calcular o teor de gordura (IAL, 2004; BRASIL, 2006):

Figura 1.1 — Butirdmetro de leite com amostra evidenciando a fracdo lipidica e a escala
percentual

Utilizou-se a estatistica nao-paramétrica de significancia “Qui-quadrado” para
comparar a classificacdo do iogurte segundo seu o teor de gordura com os resultados
para o limite de referéncia, definido pela RDC/360/2006, de 20% em relacdo ao valor

declarado no rétulo. Para os calculos considerou-se a = 0,05.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 AMOSTRAGEM

A coleta de amostras contemplou 9 das 12 mesorregides geograficas definidas pelo
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE e as cidades sede das GRS estédo
dentro dos 50 municipios de maior populacdo do estado, como demonstrado na Tabela I.1
e Figura 1.2 (IBGE, 2010). Desta forma, pode-se inferir que a amostragem realizada pelas
VISAs municipais é representativa em relacdo aos 853 municipios de Minas Gerais, e que

a oferta de iogurtes representa o consumo no estado.

Tabela I.1 — Mesorregides geograficas definidas pelo IBGE indicando as cidades sede das

GRS, com as respectivas estimativa de populacional, que coletaram amostras de iogurtes

Mesorregido IBGE GRS Posicao* Habitantes**

Metropolitana BH Belo Horizonte 1° 2385639
Itabira 23° 110663

Triangulo Mineiro/Alto Paranaiba Uberlandia 20 611903
Zona da Mata Juiz de fora 40 520810
Uba 28° 102782

Norte de Minas Montes Claros 6° 366134
Central Mineira Sete Lagoas 11° 216399
Noroeste de Minas Patos de Minas 16° 139848
Vale do Mucuri Teofilo Otoni 17° 135153
Campo das Vertentes Barbacena 190 127217
Sul/Sudoeste de Minas Alfenas 46° 74297

Jequitinhonha - - -
Oeste de Minas - - -

Vale do Rio Doce - - -
* Posicionamento em relacao ao nimero de habitantes no estado de Minas Gerais em 2011.

** Estimativa de habitantes para o ano de 2011 segundo o IBGE (2010).
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GRS n2 amostras

Alfenas 3
Barbacena 4
Belo Horizonte 12
Itabira 4

Juiz de fora 4
Montes Claros 2
Patos de Minas 3
Sete Lagoas 3
Tedfilo Otoni 4
Uba 5
Uberlandia 4
Total= 11 48

Figura .2 — Mapa da divisdo geografica das GRS de Minas Gerais evidenciando as que

coletaram amostras de iogurte em 2010 e 2011

3.2 INCIDENCIA DE ESPESSANTES NOS ROTULOS DE IOGURTES
COMERCIAIS

Dos 48 rétulos analisados, 35 (73 %) declararam utilizar algum tipo de espessante.
Constatou-se que a goma guar, o amido modificado e a goma xantana foram os trés
espessantes mais utilizados pela indastria, representando respectivamente 35, 35 e 27 %
do total das amostras. O amido comum (sem modificacées) foi declarado em apenas
10 % do total dos rotulos, como pode ser observado na Tabela I.2.

Segundo SILVA (2008) a preferéncia das industrias pelo amido modificado sobre o
amido comum pode ser explicada pelas limitacdes do amido comum frente as condi¢cdes
de processamento e pelo avanco da tecnologia de modificacdo fisica dos amidos sem
adicdo de produtos quimicos. De forma geral, as modificacbes do amido o tornam mais
resistente ao calor e as forcas de cisalhamento e acidez, melhorando as caracteristicas
das massas e dos géis (RIBEIRO e SERAVALLI, 2004; FENNEMA, 2010).
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Tabela I.2 — Incidéncia dos espessantes nos rotulos de iogurtes comerciais

Espessantes * Incidéncia %
goma guar 17 35
amido modificado 17 35
nenhum espessante 13 27
goma xantana 13 27
gelatina 8 17
goma carragena 6 13
amido 5 10
carboximetilcelulose 4 8
pectina 4
goma alfarroba 2
goma jatai 2
Total de amostras 48 100

* Vide Anexo 1 para detalhamento das gomas declaradas nos rétulos

3.3 AVALIACAO DA SELETIV IDADE DO TESTE DO LUGOL

O reagente de Lugol foi capaz de diferenciar o amido e amido modificado dos

demais espessantes testados: goma guar, goma xantana, goma carragena,

carboximetilcelulose e pectina. Este resultado indica que o reagente Lugol € seletivo para
0os amidos. A Figura 1.3 mostra as solucdes padrdoes a 1 % de cada espessante antes e

apos adicao do reagente Lugol.
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Figura 1.3 — Agua destilada - branco (1) e solugdes a 1 % dos padrdes de amido (2),
amido modificado (3), goma guar (4), goma xantana (5), goma carragena (6),

carboximetilcelulose (7) e pectina (8) antes e ap0s adi¢cdo do reagente Lugol
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As gomas alimenticias sdo compostas de duas ou mais unidades de
monossacarideos diferentes e, em sua maioria, apresentam conformacao linear e ndo ha
relatos na literatura da formacg&o de complexos de inclusdo das gomas com iodo de forma
semelhante a amilose, o que indica, mais uma vez, que este teste é seletivo para amidos
(BELITZ et al., 2009; FENNEMA, 2010). ApOs extensa busca pela literatura ndo se
encontrou referéncias sobre testes de seletividade do lugol frente a outras substancias
alimenticias.

Segundo o levantamento da incidéncia dos espessantes, item 3.1, pode-se
observar que o estudo da seletividade do reagente Lugol contempla as 07 gomas mais
citados nos rotulos (Tabela 1.2). Estas também representam as gomas de menor custo, o
que torna os iogurtes comercialmente mais rentaveis, como pode ser constatado na larga
utilizacdo da goma guar (35 %), que além de seu custo moderado, possui 0 maior poder
espessante entre as gomas estudadas. Assim, uma pequena quantidade utilizada €

suficiente para atingir a textura desejada.

3.4 DETECCAO DE AMIDOS PELO TESTE DO LUGOL E
COMPARACAO COM A DECLARACAO DE ESPESSANTES NOS
ROTULOS

Ao realizar o teste do Lugol, observou-se que, das 48 amostras de iogurte
analisadas, 36 foram positivas para a presenca de amido, representando 75 % do total.
Destas amostras, apenas 21 declararam amido e/ou amidos modificados, 8 apresentaram
algum dos demais espessantes e 7 ndo indicaram espessante no rotulo. Portanto, 31 %
dos fabricantes por falta de informacéo, ou por ma-fé, cometeram fraude por néo declarar
a presenca desses ingredientes nos rotulos.

Pela declaracdo do teor de gordura total presente na tabela nutricional dos rétulos
observou que, 11 amostras eram integrais, 33 parcialmente desnatadas, 3 desnatadas e 1
amostra ndo apresentava tabela nutricional (Tabela 1.3). Constatou-se que 5 das amostras
integrais e 10 das parcialmente desnatadas foram positivas para o teste do Lugol sem, no
entanto, declarar amidos no rotulo, representando 45 e 30 % respectivamente do total de
amostras de cada classe. Para os iogurtes desnatados, o teste do Lugol foi coerente com

o informado.
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Tabela 1.3 — Incidéncia dos resultados do teste do Lugol correlacionado com teor de

gordura dos iogurtes comerciais

" Lugol (+) Lugol (-)
Classificacao

) amidos amidos amidos amidos Total
do iogurte . .
declarados nao declarados declarados néo declarados

Integral 4 5 2 0 11 (23%)

Parcialmente

Hesnatado 16 10 7 0 33 (69%)
Desnatado 1 0 2 0 3 (6%)
N&o declarado 0 0 0 1 1 (2%)
Total 21 (44%) 15 (31%) 12 (25%) 0 (0%) 48 (100%)

Segundo o teste do Qui-quadrado 4°4c = 6,26 (p> 0,05) ndo foi possivel atribuir
alguma influéncia da classificacdo de iogurte com os resultados obtidos pelo teste do
lugol. Sendo assim, € possivel inferir que o amido é utilizado em proporcdes semelhantes
em todas as classificacdes de teor de gordura dos iogurtes.

A gordura e as proteinas sao os componentes do leite que apresentam maior valor
comercial para os laticinios em funcdo da diversidade de derivados que podem ser
produzidos (PINHEIRO e PENNA, 2004). A gordura é considerada um ingrediente chave
para 0s aspectos sensoriais dos alimentos, contribuindo para o sabor, cremosidade,
aparéncia, aroma e odor e, quando removida, € normalmente substituida por agua e
outros ingredientes para reconstituir as propriedades desejadas no alimento, mantendo a
palatabilidade e um menor aporte calorico. E sabido que nenhum produto sozinho é capaz
de substituir a gordura em todas as aplicacdes. Por exemplo, as gomas embora muito
utilizadas com esse fim, contribuem apenas para efeitos secundarios de textura e corpo.
Ja os amidos proporcionam a mesma sensacao de lubrificacdo que as gorduras e
conferem varias propriedades desejaveis aos produtos, como viscosidade, textura,
sensacao ao paladar e aumento da estabilidade. Tendo em vista as vantagens
tecnologicas proporcionadas pelo amido, era de se esperar sua ampla utilizacdo nas
formulacbes de iogurtes em substituicdo a gordura, principalmente com a crescente
preocupacao por parte do governo e da populacdo em reduzir a incidéncia de obesidade e
risco de doencas cardiovasculares (PINHEIRO e PENNA, 2004; DIAS, 2007).
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3.5 TEOR DE GORDURA

Uma amostra de iogurte foi desconsiderada ao compilar os resultados a seguir por
nao apresentar tabela nutricional no rétulo.

Ao confrontar o teor de gorduras totais informado pelo rétulo com o resultado da
analise do produto, observou-se que 22 das 47 amostras apresentaram desvio de até
20 % para variacao entre o valor declarado e valor encontrado conforme estabelecido na
RDC 360/2003 da ANVISA. As outras 25 amostras, representando 53 % do total, estavam
em desacordo com o teor de gordura informado. Destes, 36 % extrapolaram para baixo os
20 % tolerados pela legislacédo, representando 64 % do total de amostras integrais, 27 %
das parcialmente desnatadas e 33 % das desnatadas (Tabela 1.4).

Segundo o teste do Qui-quadrado #sc.= 4,52 (p > 0,05) ndo foi possivel atribuir
alguma influéncia da classificacado de iogurte com os resultados encontrados para o limite
de referéncia definido pela RDC 360/2003, de 20 %. Sendo assim, é possivel inferir que o
percentual de ndo conformidade em relacdo a legislacdo € semelhante em todas as

classificacOes de teor de gordura.

Tabela 1.4 — Percentual de desvio do teor de gordura total declarado no rotulo em relacéo

ao encontrado nas analises de gorduras

Teor de gordura x rétulo

Classificacdo do iogurte Total
< 20% até 20% > 20%
Integral 7 (64%) 4 (36%) 0 (0%) 11 (100%)
Parcialmente desnatado 9 (27%) 17 (52%) 7 (21%) 33 (100%)
Desnatado 1 (33%) 1 (33%) 1 (33%) 3 (100%)
Total 17 (36%) 22 (47%) 8 (17%) 47 (100%)

Uma explicacdo para este desvio de qualidade pode ser atribuido a um erro no
calculo utilizado para a elaboragéo da tabela nutricional, que deve considerar a adicdo de
outros ingredientes ndo lacteos, como 0s espessantes e polpas, que diluem os
componentes do leite. Outra hipotese é a retirada intencional de gordura e adicao
substitutos de gordura, como o0s amidos, que irdo proporcionar ao produto aspecto
semelhante ao iogurte com seu teor de gordura original. Do total de amostras, 17 %
apresentaram desvio acima do valor declarado, sendo 21 % das parcialmente desnatadas
e 33 % das desnatadas. Este fato pode ser atribuido a falhas no processo de desnate do

leite ou analise da matéria prima, que contribuem para desvios de qualidade do iogurte.
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Das amostras integrais coletadas 67 % foram ndo conforme quanto ao teor de
gordura declarado e quase metade das amostras (45 %) utilizavam amidos nas
formulag@es. Estes resultados respaldam a hipétese de que as industrias estdo reduzindo
o teor de gordura original destes produtos e acrescentando amidos para recompor suas
caracteristicas sensoriais.

O teor de gordura acima do valor declarado prejudica o consumidor com restricao
de ingestdo de gordura em sua dieta. O aumento do poder aquisitivo da populacdo e o
acesso a informacdo estdo fazendo com que haja uma crescente preocupacdo do
consumidor com a qualidade nutricional dos alimentos e seus riscos inerentes. Sabe-se
que a composicdo da gordura do leite € rica em acidos graxos saturados, principalmente
C14.0 e C16:0 que s&o comprovadamente fatores de risco para doencgas
cardiovasculares, e pobre em acidos graxos insaturados. De posse desta informacao,
muitos consumidores optam por produtos com teor reduzido de gordura sem, no entanto,
abrir mao das caracteristicas sensoriais proporcionadas pela gordura. Este é o caso dos
iogurtes parcialmente desnatados. BRANDAO e FONTES (2011) relataram que o
mercado de lacteos para fins especiais (light e diet) vem apresentando crescimento maior
do que o de lacteos tradicionais, devido ao aumento da preocupacado com 0 excesso de
peso corporal. Percebendo esta mudanca de comportamento, a industria oferece ao
mercado uma maior variedade de produtos com teor de gordura reduzido (MARTIN, 2002;
REIS, 2007). Tal fato pode ser associado com o alto percentual de iogurtes parcialmente
desnatados (69 %) coletados pelas VISAS municipais, como pode ser observado na
Tabela 1.3.

Apés extensa busca pela literatura ndo se encontrou referéncias sobre o

monitoramento ou avaliacdo do percentual de gordura de iogurtes comerciais.

4 CONCLUSOES

No presente estudo constatou-se que grande parte dos fabricantes (73 %)
declarava nos rotulos a utilizacdo de espessantes em suas formulagdes.

Os trés espessantes mais citados foram as gomas guar, amido modificado e a
goma xantana. O amido foi declarado em apenas 10 % das amostras.

O teste do Lugol foi seletivo para deteccdo de amido em relacdo as gomas guar,

xantana, carragena, carboximetilcelulose e pectina.
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Detectou-se pelo teste do Lugol a presenca de amidos em 75 % do total de
amostras analisadas, destas apenas 44 % declaravam sua presenca nos rotulos. Este
significativo percentual de uso de amidos frente a sua ndo declaracdo evidencia a
relevancia do monitoramento deste parametro como mais um indicador de conformidade
das declaracdes contidas nos rétulos.

Mais da metade das amostras (53 %) foram insatisfatérias quanto ao teor de
gordura declarado nos rétulos, sendo a maior parte inferior ao informado (36 %).
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CAPITULO Il — AVALIACAO DA EFICIENCIA DO METODO
TITULOMETRICO DE LANE-EYNON DESCRITO NA IN 68/2006
DO MAPA PARA QUANTIFICACAO DE AMIDOS EM IOGURTE

RESUMO

A adicdo de espessantes ao iogurte € um recurso tecnologico que visa melhorar as
caracteristicas sensoriais deste produto lacteo. Porém, devido ao seu alto poder de
hidratacdo, se os espessantes forem adicionados além do estipulado pela legislacéo,
pode haver substituicdo dos componentes nutritivos por agua. Para garantir a qualidade
dos alimentos, os 6rgaos fiscalizadores dispdem de métodos oficiais para executar suas
analises, como o descrito na IN 68/2006 do Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento para quantificacdo de amido em iogurtes (método: Lane-Eynon). Como
este método ndo apresenta seus dados de desempenho, ele deve ser validado para
comprovar sua eficiéncia e confianca. Pela falta de material de referéncia, elaborou-se
logurte natural batido, que foi utilizado para os estudos de validagédo: limite de
quantificacdo, exatidao, precisdo e seletividade. Durante a execucao dos procedimentos,
foram observadas perdas inerentes ao método que impossibilitaram a obtencédo de
resultados para calcular o limite de quantificacdo, a exatiddo e a precisao. Constatou-se
gue o0s espessantes estudados na seletividade (gomas xantana, guar,
carboximetilcelulose e pectina) sdo capazes de sofrer hidrdlise acida e serem titulados
com o reagente de Fehling. Estudou-se também a hidrolise acida do amido de bata, cuja

recuperacéo foi de 85 %.

Palavras chave: iogurte; espessantes; amido; método oficial; validacao.
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ABSTRACT

The thickeners addiction is a technological strategy that aim to improve in quality of the
sensorial characteristics of this dairy product. However, due to high hydration ability, if the
thickeners were added beyond to the limits permitted by law, it could occur the substitution
nutritive components by water. To the guarantee of the food quality, the inspection
agencies yield official methods for the execute the necessary analysis, such as the starch
quantification in yogurts (Lane-Eynon method) described in “IN 68/2006” of the “Ministério
da Agricultura e Pecuaria”. Like this method doesn’t show its performance data, it can be
validate to testify its efficiency and assurance. In consequence of the complete lack of
reference material, it was necessary the elaboration of the stirred natural yogurt to be used
in the validation studies: quantification limit, accuracy and selectivity. During the
procedures execution, It was observed inherent losses to the method that precluded to
calculate the quantification limit and accuracy. It was found that the thickeners evaluated in
the seletivity assay are hydrolyzable in acidic solution and titrated with Fehling’s solution.

The acid hydrolyses of the starch potato was analyzed and the recovery was 85 %.

Key words: yogurt, thickeners, starch, official method and validation.
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1 INTRODUCAO

O consumo de alimentos fermentados, principalmente derivados do leite, tem sido
estimulado por profissionais de saude, em funcéo de seu perfil nutricional, que apresenta
proteinas de alto valor biolégico e microorganismos capazes de promover beneficios a
saude (SILVA & NASCIMENTO, 2007). Além destes atributos, o processamento e a
fermentacdo do iogurte transformam-no em alimento facilmente digerivel, porque
modificam as proteinas, as gorduras e a lactose (EARLY, 2000; MARTIN, 2002). O
Instituto Brasileiro de Geografia Estatistica (IBGE), por meio da Pesquisa de Or¢camentos
Familiares (POF), verificou que o consumo per capta de iogurte passou de 0,36 kg em
1974/1975 para 2,9 kg em 2002/2003 (IBGE, 2010). Este aumento de consumo, de cerca
de 8 vezes em 30 anos, tem sido atribuido as recomendacdes dos profissionais da saude
e a estabilizacdo da economia a partir da década de 90 (MARTIN, 2002; SILVA e
NASCIMENTO, 2007). Tal cenério tem estimulado a segmentacdo do mercado com o
lancamento de produtos diversificados, focados no conteddo calorico, no baixo teor de
gordura, nos beneficios para a saude relacionados com o conteudo microbiano, na
consisténcia dos produtos, entre outros, a fim de manter a curva de consumo ascendente,
atendendo as varias classes sociais (EARLY, 2000; LONGO, 2006).

A busca por produtos economicamente mais acessiveis e/ou diferenciados fez da
adicdo de espessantes em iogurtes uma pratica rotineira, uma vez que auxiliam na
retencdo de &gua, evitando a sinérese, e favorecem o aumento da viscosidade,
melhorando as caracteristicas sensoriais de produtos com teor reduzido de sélidos
lacteos e matéria graxa (TAMIME e ROBINSON, 1991).

A verificacdo da qualidade e autenticidade de produtos alimenticios € uma funcéo
dos orgéos fiscalizadores. A fim de controlar, entre outros, a adicdo de ingredientes ndo
lacteos ao iogurte, a legislacao brasileira estabelece o Padrdo de Identidade e Qualidade
(PIQ) para Leites Fermentados, descrito na Instrugcdo Normativa (IN) 46/2007 do
Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA). Este regulamento determina
a adicdo de, no maximo, 1 % (m/m) de amido e/ou amidos modificados, 1 % (m/m) de
pectina e gelatina e 0,5 % (m/m) para os demais espessantes, isolados ou combinados ao
produto final (BRASIL, 2007). A limitacdo da adicdo de espessantes visa proteger a
populacdo do consumo de iogurtes com valor nutricional abaixo do esperado (TAMIME e
ROBINSON, 1991). Quer por razbes econémicas, quer por razdes de saude publica, a
deteccdo no mercado de produtos em desconformidade com a legislacdo é um desafio
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constante para os analistas de alimentos pertencentes aos 6rgaos de fiscalizacdo, como
os Laboratérios Centrais de Saude Publica (LACENS) brasileiros.

A IN 68/2006 MAPA regulamenta os métodos analiticos fisico-quimicos para
controle de leite e produtos lacteos. No Anexo V desta IN estdo descritas as analises
quantitativas das quais consta o0 método de quantificacdo do amido adicionado ao iogurte
(BRASIL, 2006). Apesar de se tratar de um método oficial, a IN 68/2006 MAPA nao
declara os dados de desempenho do referido método, o que torna necessério a realizacédo
dos procedimentos de validacéo, visando atestar a obtencdo de resultados confiaveis e
adequados ao proposito pretendido pelo método (SOUZA, 2007, INMETRO, 2010).

Desta forma, o objetivo neste trabalho foi validar o método de quantificagdo de
amido em iogurtes proposto pela IN 68/2006 MAPA Glicidios redutores em lactose,
glicidios ndo redutores em sacarose e amido (método: Lane-Eynon) para avaliar sua

eficiéncia para ser adotado em analises fiscais oficiais pelo LACEN/MG.

2 MATERIAL E METODOS

As vidrarias volumétricas e equipamentos de medicao utilizados neste trabalho
foram calibrados por empresas acreditadas pelo Instituto Nacional de Metrologia,
Normalizacdo e Qualidade Industrial (INMETRO) e pertencentes a Rede Brasileira de
Calibracao (RBC).

Os ensaios foram conduzidos nas instalacbes do Laboratorio de Quimica
Bromatoldgica e Cromatografia da FUNED.

2.1 MATERIAL

- Baldo volumétrico de 100, 200, 500 e 1000 mL;
- bastao de vidro;
- béquer de 20, 50, 100, 250 e 2000 mL;
- béquer de polietileno de 250 mL;
- bureta de 10 e 25 mL;
- butirdmetro de Gerber para leite com rolha;
- condensador de bolas;
- erlenmeyer com boca esmerilhada de 250 mL,;
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- erlenmeyer de 250 mL;

- erlenmeyer de boca larga de 500 mL;

- espatula de aco inox;

- frascos de vidro com rolha rosqueavel de metal de 500 mL;
- funil com haste;

- gral de porcelana e pistilo;

- luvas de vaqueta,;

- papel de filtro qualitativo;

- pesa filtro com tampa,;

- pipeta volumétricade 1, 5, 10 e 11 mL;
- proveta de 10 mL;

- tubo de Kjeldahl.

2.2 EQUIPAMENTOS

- Balanca analitica com resolucéao de 0,0001g — Metler mod. AG 285;
- balanca semi-analittica com resolucédo de 0,01g — Micronal mod. B1600;
- banho-maria com ajuste digital de temperatura — Marconi;

- bloco aquecedor para Kjeldahl - Velp mod. DK6;

- capela de exaustao - Buzzatos;

- centrifuga de Gerber — Fanem mod. 202,

- chapa aquecedora com agitacdo magnética - Corning;

- destilador de Kjeldahl — Velp mod. UDK 140;

- eletrodo de pH — Digimed mod. 10F6365;

- eletrodo de temperatura — Digimed mod. DMF-N1;

- estufa de secagem a 105°C — Fanen,;

- potenciometro — Digimed mod. DM 20.

2.3 REAGENTES E PADROES

- Acetato de zinco para analise (PA), Vetec;

- acido aceético PA, Vetec;

- acido borico PA Vetec;

- &cido cloridrico 37 % PA, Merck;

- &cido sulfarico concentrado (densidade de 1,840 g/mL a 20 °C) PA, Vetec;

80



- dgua deionizada;

- alcool etilico PA, Vetec;

- alcool isoamilico PA, Merck;

- amido de batata PA, Sigma Aldrich;

- amido modificado comercial, Cornign;
- azul de metileno PA, Vetec;

- biftalato de potassio PA, Merck;

- carboximetilcelulose PA Genko;

- fenolftaleina PA, Vetec;

- ferrocianeto de potéassio PA, Vetec;

- glicose anidra PA, Sigma Aldrich;

- goma carragena PA, Corning;

- goma guar PA Genko;

- goma xantana PA, Genko;

- hidroxido de sodio PA, Vetec;

- pectina PA Genko;

- sulfato de cobre pentahidratado PA, Merck;
- sulfato de potassio PA, Vetec;

- sulfato de sddio anidro PA, Quimex;

- tartarato duplo de sédio e potassio PA, Merck;
- verde de bromocresol PA, Vetec;

- vermelho de metila PA, Fluka.
2.4 MATERIA PRIMA

- Cultura lactea para iogurte liofilizada, Biorich;
- leite em po, Itambé;
- leite desnatado UHT,Cemil.

2.5 SOLUCOES

Acido sulfdrico d= 1,820 g/mL:  misturou-se a 120 mL de agua deionizada 925 mL de
acido sulfurico concentrado d = 1,840 g/mL em banho de gelo. A densidade da

solucéo foi medida com densimetro ao atingir temperatura de 20 °C.
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Indicador misto: 33 mg verde de bromocresol e 66 mg de vermelho de metila foram
dissolvidos para 100 mL com alcool etilico.

Mistura catalitica: 100 g de sulfato de sédio anidro e 10 g de sulfato de cobre
pentahidratado foram triturados com auxilio de gral e pistilo até obtencédo de poé

fino.

Solucéo alcodlica de fenolftaleina 1 %: 1 g de fenolftaleina foi dissolvido para 100 mL

com alcool etilico.

Solucéo de acetato de zinco 30 %: 30 g de acetato de zinco foram dissolvidos para

100 mL de agua deionizada.

Solucéo de &cido borico 4 %: 4 g de acido borico foram dissolvidos para 100 mL com
agua deionizada.

Solucéo de acido cloridrico 0,1 mol/L: 9 mL de acido cloridrico 37 %, com auxilio de
bureta de 10 mL, foram transferido para baldo de volumétrico de 1000 mL,

contendo aproximadamente 200 mL de agua deionizada, completou-se o volume.

Solucéo de Fehling A: 69,3 g de sulfato de cobre pentahidratado foram dissolvidos em
agua deionizada e o volume completado para 1000 mL.

Solucdo de Fehling B: 100 g de hidréxido de sodio foram dissolvidos em
aproximadamente 300 mL de agua deionizada. Adicionou-se ao poucos, com
auxilio de banho de gelo 346 g de tartarato duplo de sddio e potassio. O volume foi
completado para 1000 mL.

Padronizacao da solucao de Fehling com glicose: misturou-se 5 mL da solugéo de Fehling
A e 5 mL da solucdo de Fehling B e titulou-se com 1,0000 g de glicose,
previamente seca em estufa a 105 °C por 1 hora, dissolvida em 100 mL de agua
deionizada de acordo com o método de Lane Eynon. Utilizou-se azul de metileno
como indicador. O fator de correcdo foi calculado utilizando-se a média de 3
determinacdes.

Solucdo de ferrocianeto de potédssio 15 %: 15 g de ferrocianeto de potéssio foram

dissolvidos para 100 mL de agua deionizadda.

Solucédo de hidroxido de soédio 0,135 mol/L: 10 g de hidréxido de sodio PA foram
dissolvidos com 10 mL &gua deionizada, em banho de gelo. A decantagdo dos
carbonatos foi realizada deixando a solu¢do em repouso por 10 dias. Apds,
transferiu-se 5,4 mL do sobrenadante, com auxilio de bureta de 10 mL, para baldo
volumétrico de 1000 mL e completou-se o volume com agua deionizada. A solucéo
foi armazenada em frasco de polietileno.
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Padronizacdo da solucdo de hidréxido de sédio 0,135 mol/L: 0,2000 g de bifitalato de
potassio previamente seco em estufa a 105 °C por 1 hora, foi titulado com a
solugéo de hidréxido de sodio 0,1 mol/L utilizando-se como indicador a solucéo de
fenolftaleina 1 %. O fator de correcédo foi calculado utilizando-se a média de 3

determinacoes.

Solugdo de hidroxido de soédio a 40 %: 400 g de hidroxido de sédio foram dissolvidos
em agua destilada, em banho de gelo, e o volume completado para 1000 mL. A
solucéo foi armazenada em frasco de polietileno.

Solucéo de hidroxido de sodio a 50 %: 500 g de hidréxido de sddio foram dissolvidos
em agua destilada, em banho de gelo, e o volume completado para 1000 mL. A

solucgéo foi armazenada em frasco de polietileno.

Solucédo de padrédo de amido de batata 12,5 %: 6,25 g de amido de batata foram

solubilizados em 50 mL de agua deionizada a 90 °C.

Solucéo de padrao de goma guar 1,5 %: 0,75 g de goma guar foi solubilizada em 50 mL
de agua deionizada a 90 °C.

Solucbes a 1 % de cada padrdo: amido de batata, ami do modificado, goma guar,
goma xantana, goma carragena, carboximetilcelulose e pectina: foram
elaboradas solugdes distintas a partir de 1 g de cada um dos padrdées (amido de
batata, amido modificado, goma guar, goma xantana, carboximetilcelulose e
pectina), que foram solubilizados em agua deionizada a 90 °C e completado o

volume para 100 mL.
2.6 ELABORAC}AO DO IOGURTE

Na indisponibilidade de material de referéncia certificado, optou-se por elaborar um
lote de iogurte natural batido desnatado sem adi¢cdo de amido, suficiente para contemplar
todas as analises e que atendesse aos parametros fisico-quimicos previstos pelo Padréao
de Identidade e Qualidade do logurte: teor de proteinas, teor de gorduras e acidez. O teor
de proteinas foi estimado pelo método “Nitrogénio Total: micro-Kjeldahl”, o de gordura
pelo “Método: Butirométrico para leite fluido” e acidez pelo método “Acidez titulavel de
leite fermentado” descritos na IN 68/2006 MAPA (BRASIL, 2006; BRASIL, 2007).

Considerando-se que o amido é usualmente utilizado para compensar o baixo teor
de gordura lactea, utilizou-se para a elaboracédo do iogurte leite desnatado. Optou-se pelo
leite disponivel no comércio com tratamento UHT devido a padronizagdo prévia desta
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matéria prima e por sua vida de prateleira, cerca de 6 meses, que possibilitaria a
preparacdo de um segundo lote de iogurte, se necessario, € minimizar as possiveis
variacbes entre lotes. Foram adquiridos em um supermercado de Belo Horizonte seis
litros de leite UHT de uma mesma marca e lote. Verificou-se o teor de extrato seco total
pelo “Método: Gravimétrico” e o teor de gordura pelo “Método: Butirométrico para leite
fluido”, ambos descritos na IN 68/2006 MAPA (BRASIL, 2006).

2.6.1 Processamento do iogurte

Executou-se o processamento de acordo com o proposto por TAMIME e
ROBINSON (1991) e utilizou-se a proporgédo de leite/cultura lactea recomendada pelo
fabricante do preparado liofilizado da cultura lactea (BIORICH, 2011).

Inicialmente foi adicionado a 3 de leite cerca de 60 g de leite em p6 desnatado,
equivalente a 2 % (m/v), para ajustar litros teor do extrato seco para 12 %. A mistura foi
homogeneizada e submetida a tratamento térmico de 85 °C por 9 minutos. Apés este
ciclo, o leite foi resfriado para cerca de 40 °C. Em seguida, inoculou-se 3 sachés de
400 mg do preparado liofilizado de cultura lactea para iogurte da marca Biorich®, adquirida
no comércio de Belo Horizonte. A mistura foi homogeneizada e mantida em banho-maria
a temperatura de 40 a 45 °C, por cerca de 4 horas, para possibilitar a fermentacdo. Neste
periodo a acidez foi monitorada, a cada 30 minutos, pelo método “Acidez titulavel de leite
fermentado”, descrito na IN 68/2006 MAPA (BRASIL, 2006), até que se atingisse 0,6 % de
acido latico. Ao atingir o pH de 4,6, procedeu-se ao rompimento do gel formado e a
interrupcdo do aquecimento por resfriamento em banho de gelo até temperatura de
refrigeracdo de 5 a 7 °C. Em seguida, o iogurte foi fracionado em 6 potes estéreis de vidro
de 500 mL, previamente esterilizados em autoclave, com tampa metalica, os quais foram

armazenados sob refrigeracéo de 2 a 8 °C até o momento das analises (Figura I1.1).
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Figura Il.1- Processamento do iogurte natural batido
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2.6.2 Andlises fisico-quimicas de controle de quali  dade

2.6.2.1 Extrato seco total

A um pesa-filtro previamente tarado adicionou-se cerca de 5 g de leite fluido
homogeneizado. O conjunto foi aquecido em banho-maria fervente por 30 minutos e,
posteriormente, em estufa a 105 °C, por cerca de 2 horas. Transferiu-se o pesa-filtro com
a amostra para um dessecador, aguardou-se cerca de 30 minutos para que atingisse a
temperatura ambiente e realizou-se a primeira pesagem. Repetiram-se as operagdes de
aguecimento, por 1 hora, resfriamento e pesagem. Este processo foi repetido até que a

massa medida ndo excedesse a 1 mg entre duas pesagens consecutivas (BRASIL, 2006).

2—m0
% extrato seco total = o —" x 100

Sendo:
mo = massa da capsula e tampa, em gramas;
ml = massa da capsula, tampa e amostra, em gramas;

m2 = massa da capsula, tampa e amostra seca, em gramas.

2.6.2.2 Gorduras totais

O leite foi homogeneizado na propria embalagem (BRASIL, 2006). O iogurte foi
diluido com agua: pesou-se cerca de 25,00 g do iogurte e transferiu-se quantitativamente,
com auxilio de um bastédo de vidro e agua destilada, para um baldo volumétrico de 50 mL
(IAL, 2004).
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A um butirdmetro de leite, adicionou-se 10 mL da solucdo de acido sulfarico
d = 1,820 g/mL, 11 mL da amostra previamente preparada e 1 mL de alcool isoamilico.
Fechou-se com rolha para butirdmetro. Com auxilio de luvas de vaqueta, homogeneizou-
se a mistura observando os requisitos de biosseguranca. A amostra foi centrifugada, em
centrifuga de Gerber, por 5 minutos e transferida para banho-maria a 65 °C por 5 minutos.
As operacOes de centrifugacdo e incubacdo foram repetidas antes de verificar a
porcentagem de gordura na escala do aparelho. Utilizou-se a seguinte formula para
calcular o teor de gordura do iogurte (BRASIL, 2006):

50
massa da amostra (g)

% gordura = leitura x

2.6.2.3 Acidez titulavel

A cerca de 10,00 g da amostra de iogurte, adicionou-se 20 mL de agua deionizada.
Com o auxilio de um potencidmetro, titulou-se com solucdo de hidroxido de soédio
0,135 mol/L padronizada até atingir pH= 8,3. Utilizou-se a seguinte formula para calcular a
acidez (BRASIL, 2006):

VxFcx0,9
massa da amostra (g)

% de acido latico =

Sendo:
: volume da solucao de hidroxido de sédio 0,1 mol/L gasto na titulagdo, em mL;
Fc: fator de correcdo da solucéo de hidréxido de sodio 0,1 mol/L;

0,9: fator de conversao para acido latico.

2.6.2.4 Teor de proteinas

A um tubo de Kjeldahl, adicionou-se cerca de 1,00 g da amostra de iogurte, 2,5 g
da mistura catalitica e 7 mL de acido sulfurico. O bloco digestor foi aquecido
gradativamente, por rampas de temperaturas pré-definidas, até atingir 400 °C e a solucao
se tornar azul-esverdeada, livre de material ndo digerido. Apds a digestdo, o tubo de
Kjeldahl foi transferido para o aparelho destilador que adicionou os reagentes, conforme
programa estabelecido no equipamento: 50 mL de hidroxido de sodio 50 % e 20 mL de

acido borico 4 % e 100 mL de agua deionizada (Figura 11.2). O destilado obtido foi titulado
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com solucdo de acido cloridrico 0,1 mol/L, utilizando-se indicador misto. Utilizou-se a

seguinte férmula para calcular o teor de proteinas (BRASIL, 2006):

Sendo:
V: volume da solucéo de HCI 0,1 mol/L gasto na titulagdo, em mL;
Fc: fator de correcéo da solucdo de HCI 0,1 mol/L;

F: fator de transformacéao de nitrogénio em proteina (F= 6,39 para produtos lacteos);

[ utos dcter
k A |

s L, A P av R LA TN

Figura 11.2 — Bloco digestor (A) e destilador de amostras de alimentos (B) para anélise de
proteinas

2.7 ANALISE QUANTITATIVA DE AMIDO - IN 68/2006 MAPA

A IN 68/2006 MAPA descreve em seu Anexo V o método Glicidios redutores em
lactose, glicidios nao redutores em sacarose e amido (método a Lane-Eynon) para
guantificacéo, dentre outros, de amidos adicionados em iogurtes (BRASIL, 2006).

O método de analise quantitativa de amido esta descrito no anexo V da IN 68/2006
e se aplica a iogurtes.

Pesou-se cerca de 10,00 g da amostra diretamente em baldo volumétrico,
clarificou-se com 5 mL de cada uma das solu¢cbes de ferrocianeto de potassio 15 % e
acetato de zinco a 30 %. A mistura foi agitada e completou-se o volume com &agua
deionizada. ApGs sedimentacéo, filtrou-se em papel de filtro. O residuo sélido foi lavado
no proprio funil com porcdes de éalcool etilico e transferido para outro erlenmeyer, com
auxilio de 100 mL de &gua deionizada. Adicionou-se 10 mL de acido cloridrico
concentrado e aqueceu-se sob refluxo em banho-maria durante 2 horas. O residuo soélido
hidrolisado foi esfriado e neutralizado com solucdo de hidroxido de sodio a 40 %, a

87



solucdo alcodlica de fenolftaleina 1 % foi utilizada para verificar a neutralizacéo.
Transferiu-se quantitativamente o material para baldo volumétrico de 200 mL e clarificou-
se novamente com 5 mL de cada uma das solu¢bes de ferrocianeto de potéassio 15 % e
acetato de zinco a 30 %. ApOs completar o volume, filtrou-se para béquer de 200 mL e
titulou-se com 5 mL dos reagentes de Fehling A e B, como mostrado na Figura 11.3.
Utilizou-se a seguinte formula para calcular o teor de carboidratos (BRASIL, 2006):

100xVbxT x 0,90
massa da amostra (g) x Vt

% de carboidratos =

Sendo:

T: titulo da solugéo de Fehling;

Vb: volume do baldo volumétrico utilizado;

Vt: volume de amostra gasto na titulagcdo, em mL;

0,9: fator de converséo de glicose para amido.

5|
10g iogurte Clarificagdo

acetato de zinco 30%
ferrocianeto de potassio 15

_ . g Digestao acida
Transferéncia
da borra banho maria fervente
= 2 horas, HCI

Titulag&@o do
2° filtrado

acetato de zinco 30%
ferrocianeto de potassio 15

NaOH 40%

Neutralizagao I Clarificagéo

Figura 1.3 — Método de andlise quantitativa de amido em leites fermentados (IN 68/2006
MAPA)

2.7.1 Validagdo do método oficial

Delineou-se validagdo quantitativa intralaboratorial para método titulométrico de
amido em iogurtes. Os parametros de desempenho foram embasados nos protocolos
propostos por SOUZA (2007) e INMETRO (2010), assim como 0s testes estatisticos e as
premissas a eles associadas: limite de quantificacdo, exatiddo (recuperacao), precisao e
seletividade. Por se tratar de um método titulométrico direto, que ndo emprega 0 recurso
de curva de calibracdo para quantificacdo do analito, ndo foi necesséario avaliar os
parametros linearidade, efeitos de matriz e sensibilidade. Por ndo se tratar da
determinacdo de um analito presente na matriz em concentracdes tracos, o limite de
deteccdo também néo foi estudado (INMETRO, 2010).
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Devido a auséncia de material de referéncia certificado para o escopo analitico em
guestdao, utilizou-se como amostra o iogurte natural batido, fabricado no laboratério, puro
e adicionado dos padrées de amido de batata 12,5 % e de goma guar 1,5 %. Houve
necessidade de dividir a validacdo em 2 etapas. Na primeira etapa, s6 com o amido,
foram estudados o limite de quantificacédo, a exatidao e a precisdo. Na segunda etapa, foi
avaliada a seletividade para determinacédo do amido, tendo a goma guar como interferente
potencial.

A adequacdo do método foi avaliada com base nos resultados dos parametros
determinados, considerando os critérios de aceitabilidade. O nivel de significancia
adotado nos testes de hipotese foi a= 0,05. Os célculos foram realizados em planilhas do
Microsoft Office Excel2007°.

2.7.1.1 Limite de quantificacao, exatidao e precis &o

O limite de quantificacdo, exatiddo e precisdo experimentais foram definidos em
ensaios com a amostra de iogurte natural batido elaborada no laboratério. Aliquotas de
10 g do iogurte foram adicionadas de diferentes massas da solucao estoque de padréo de
amido de batata a 12,5 %, correspondendo as concentrac¢fes de: 0,25; 0,50; 0,75; 1,00; e
1,25 ¢/100g respectivamente, em 6 repeticdes aleatdrias e independentes. Utilizou-se
como grupo controle aliquotas de 10 g em 6 repeticdes de iogurte sem adicdo de amido
(Tabela 11.1). Como o objetivo no experimento foi investigar o desempenho do método,
considerando-se a possibilidade de perda do amido, optou-se por adicionar teores de
amido préximos ao valor méaximo estipulado pela legislacdo, ou seja, 1 g/100g (BRASIL,
2007). Para avaliar a precisdo intermediaria dos resultados, as analises foram repetidas

em um segundo dia variando-se o analista, vidrarias e reagentes.
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TABELA 1.1 — Mapa do preparo do iogurte adicionado de diferentes volumes da solucéo

de padrdao de amido a 12,5 % para os testes de limite de quantificacdo, exatiddo e

precisao
Teor de amido no iogurte Aliguota de iogurte Aliguota da solucéo estoque de
g/100g (9) amido (g)
0,00 10 -
0,25 10 0,20
0,50 10 0,40
0,75 10 0,60
1,00 10 0,80
1,25 10 1,00

Valores extremos (outliers) foram investigados nos resultados de recuperacéo
aparente obtidos para cada nivel de concentragdo pelo teste de Grubbs. As estatisticas
de Grubbs foram calculadas simultaneamente para um valor extremo (G;), dois valores
vicinais (G,) e dois valores polares (Gz). A indicacdo de valor extremo por pelo menos
uma destas estatisticas foi suficiente para remocado do dado. Apds eliminacdo do valor
extremo, o teste de Grubbs foi aplicado sucessivamente até que novos valores nao
fossem detectados ou até uma exclusdo maxima de 22,2 % no numero original de
resultados (SOUZA, 2007).

O limite de quantificagdo foi investigado a partir da adicdo de concentragbes
crescentes do padrdo de amido ao iogurte. Devido a possibilidade de interferéncia da
matriz, presenca de lactose, optou-se por iniciar o estudo a partir de 0,25 g/100g. O
calculo tedrico para o limite de quantificacdo do amido, utilizando-se o volume total de
clarificado contido no baldo volumétrico de 200 mL, foi de 0,45 g/100g:

, 100 x 200 (Vb) x 0,05 (T)x 0,90
% de carboidratos = 10,00 (m) x 200 (V) = 0,45 g/100g

Sendo:

T: titulo da solugéo de Fehling;

Vb: volume do baldo volumétrico utilizado;

Vt: volume de amostra gasto na titulacdo, em mL;

m= massa da amostra em gramas.

Exatidao foi investigada por meio da média de recuperacao aparente obtida para as

doze replicatas de amostras adicionadas em cada nivel de concentragdo. O critério
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adotado para considerar os resultados como satisfatorios foi recuperacao de 80 a 110 %
(EC, 2002).

Precisdo, sob condicbes de repetitividade, foi expressa em termos de desvio
padrao relativo (DPR;) obtido para as replicatas de amostras adicionadas em cada nivel
de concentracdo. Este parametro foi considerado aceitavel quando dentro de dois tercos
do desvio padrdo de reprodutibilidade calculado pela equagéo de Horwitz modificada por
Thompson (SOUZA, 2007). Para as concentra¢gdes estudadas, 0,25; 0,50; 0,75; 1,00 e
1,25 g/100g, foram calculados pela equacéo de Horwitz os valores limites para os desvios
padrdo sob condi¢cdes de reprodutividade (DPRR) e, a partir de 2/3 destes valores, o0s

desvios padrao de repetitividade (DPR)) (Tabela 1l1.2).
Equagéo de Horwitz Ory - 0,02c0849

Sendo:

¢ = concentracao tedrica adicionada do analito expressa como fracdo de massa

Tabela 1.2 — Desvios aceitaveis de repetitividade e reprodutibilidade em funcdo das

concentracfes de amido estudadas

Concentracéao (g/100g) DPR DPRRg @)= CV (%)
0,25 3,29 4,93
0,50 2,96 4,44
0,75 2,78 4,18
1,00 2,67 4,00
1,25 2,58 3,87

DPR,= desvio padrdo sob condicdes de repetitividade; DPRr= desvio padrdo sob condicbes de

reprodutibilidade.

2.7.1.2 Seletividade

2.7.1.2.1 Testes com solucdes padrao de gomas

A adicdo de gomas nas formulagdes comerciais de iogurte € uma pratica rotineira.
Estes polissacarideos possuem estrutura molecular semelhante ao amido e, portanto,
também sdo despolimerizadas por acidos a quente podendo gerar fragmentos redutores.
O sal de cobre presente no reagente de Fehling reage de forma inespecifica com a funcao
hemiacetal livre dos acucares redutores. Para investigar esta hipotese, elaborou-se,
solugbes a 1 % de cada um dos padrboes de espessantes estudados: goma guar, goma

xantana, carboximetilcelulose, pectina, amido modificado comercial e amido de batata.
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O procedimento de hidrélise acida foi realizado, de forma independente, para cada
uma das solugdes padrédo de espessante, em triplicata. Transferiu-se para erlenmeyer de
boca esmerilhada aliquota de 10 g, submeteu-se ao processo de hidrélise acida através
da adicdo de 10 mL de acido cloridrico concentrado e aquecimento da solugdo em banho-
maria fervente com refluxo por 2 horas. Resfriou-se em agua corrente, neutralizou-se com
hidréxido de sodio 40 % (verificando a neutralizacdo através da adicdo de solucao
alcodlica de fenolftaleina 1 %), transferiu-se para baldo volumétrico de 100 mL e titulou-se
com reagente de Fehling (Figura 11.4). Uma vez que o objetivo foi avaliar a possibilidade
de interferéncia dos espessantes na analise, utilizou-se o mesmo fator de correcao de

amido para glicose (0,9) no calculo do total de amido presente na amostra.

= Titulagdo

10g solugdo padréo 1 Digestéo acida { B Neutralizag&o I

banho maria fervente 2 h FehlingAeB
= s NaOH 40% é o A
e .
==

Figura 11.4 — Esquema da digestédo acida dos espessantes estudados

2.7.1.2.2 Testes com goma guar adicionada ao iogurt e

Elegeu-se a goma guar para os testes de seletividade com o iogurte por ser a
goma mais utilizada (35 %) nas formula¢des dos iogurtes comerciais. Elaborou-se solucao
estoque de goma guar a 1,5 %, da qual se adicionou massas de 1,00 g a aliquotas de
10 g do iogurte, em triplicata, contendo 0,40 e 1,00 g da solucédo de padrdo de amido a
12,5 %, correspondendo as concentracdes de 0,50 e 1,25 g/100g respectivamente.
Utilizou-se como grupo controle aliquotas de 10 g de iogurte, em triplicata, contendo

2,00 g da solucao de padrdo de goma guar a 1,5 % (Tabela 11.3).
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TABELA 1.3 — Mapa do preparo de aliquotas do iogurte, de 10 g cada, adicionadas de
2,0 g de goma guar 1,5 % e de 0,0; 0,4 e 1,0 g do padrédo de amido de batata 12,5 %,
correspondendo as concentracdes de 0,3 % para a goma guar e 0,0; 0,50, 1,25 % para o

amido de batata, respectivamente

Teor de amido  Aliquota de Aliquota da solugéo Aliquota da solugéo
no iogurte % iogurte estoque de amido 12,5 estoque de goma guar
(9) % (9) 1,5% (9)
0,00 10 - 2,00
0,50 10 0,40 2,00
1,25 10 1,00 2,00

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 — ANALISES FiSICO-QUIMICAS DE CONFORMIDADE DO
IOGURTE FABRICADO

O leite utilizado para elaboragdo do iogurte apresentou extrato seco total igual a
10 g/100g e teor de gordura de 0,3 g/100g, se mostrando adequado para a elaboracéo do
iogurte.

A Tabela 11.4 apresenta os valores médios de teor de gordura, teor de proteinas e
acidez do iogurte natural batido produzido no laboratério. O teor de gordura, 0,49 g/100g,
se encontrou dentro do maximo estipulado pela legislacdo (maximo de 0,5 g/100g) para
ser denominado desnatado. O teor de proteinas, 3,38 g/100g, atendeu ao requisito
minimo exigido de 2,9 g/100g. A acidez se mostrou adequada, 0,73 g de &cido
latico/100g, indicando que a fermentagdo foi suficiente para reduzir o pH do meio sem
torna-lo muito acido. Estas analises evidenciaram a caracterizacdo do iogurte como
desnatado e sua adequacéo ao Padrao de Identidade e Qualidade dos leites fermentados,

portanto apto a ser utilizado no processo de validagdo do método.
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Tabela 1.4 — Resultados parametros fisico-quimicos do PIQ do iogurte: teor de gordura,
proteinas e acidez

Parametro Legislacédo (g/100g)  Valor encontrado (g/1  00g)
Teor gordura Desnatado: max. 0,5 0,49 £ 0,00
Teor proteinas Min. 2,9 3,38 £ 0,07
Acidez em acido latico 06al5 0,73+0,01

3.2 VALIDACAO DO METODO PROPOSTO PELA IN 68/2006

3.2.1 Limite de quantificacdo, exatidao e preciséo

N&o foi possivel observar o ponto final da titulagcdo (auséncia da coloracéo azul),
mesmo apos a adicdo de todo o contetudo obtido do 2° filtrado ao reagente de Fehling,
aproximadamente 200 mL. Este fato ocorreu em todas as replicatas de todos os niveis de
concentracdes de amido estudados (0,25; 0,50; 0,75; 1,00; 1,25 g/100g). Portanto, néo foi
possivel quantificar o amido e, consequentemente, nao foi possivel estimar a recuperacao
aparente do amido adicionado ao iogurte e estudar a precisdo. Considerando que o limite
de deteccdo tedrico do método é de 0,45 g/100g, pode-se inferir que houve relevante
perda durante sua execucdo, uma vez que nao se pode quantificar o amido na
concentracdo maxima estipulada pela legislacdo Brasileira (1 ¢/100g). Caso um
laboratorio oficial, ao executar tal analise, consiga quantificar o amido presente nos
iogurtes, € indicio de que a industria adicionou este espessante em teores acima do
permitido pela legislacdo. Sendo assim, é imperativa a alteragdo do método de analise
proposto pela IN 68/2006 para que haja eficacia na fiscalizacdo da qualidade dos
produtos lacteos cuja adicdo de amido € permitida.

Apos extensa busca pela literatura, ndo foram encontrados trabalhos que relatem
tal falta de exatiddo ou qualquer outro problema relacionado a este método. Normas
internacionais como a Official Methods of Analisys (AOAC) e Fédération Internationale Du
Lait (FIL) também néo indicam método para quantificacdo de amidos em produtos lacteos
(AOAC, 2006).
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3.2.2 Seletividade

3.2.2.1 Testes com soluc¢des padrao de gomas

Neste estudo foi avaliada a hidrélise das gomas, sem adicdo de matriz e sem
passar pelas etapas de clarificacdo e filtracdo. ApOs a hidrolise acida e titulagdo dos
residuos dos espessantes em questdo (amido de batata, amido modificado, gomas
xantana, guar, carboximetilcelulose e pectina) foi possivel calcular a recuperacéao de 85 %
para o amido de batata, 77 % para o amido modificado e 60 % para a goma guar. Para a
goma xantana, carboximetilcelulose e pectina ndo foi possivel observar o ponto final da
titulacdo com o reagente de Fehling. Porém, observou-se a presenca de precipitado
vermelho tijolo indicando que parte do Cu®" reagiu com os produtos da hidrélise das
gomas (Tabela 11.5). A partir destas observagdes confirmou-se a possibilidade das gomas
interferirem no resultado final do calculo dos carboidratos, uma vez que seus produtos de
hidrolise sao oxidados pelo reagente de Fehling e podendo ser quantificados como amido,
caso estejam presentes nas formula¢gdes dos iogurtes.

A recuperacao da solucdo padrdao de amido, apesar de estar dentro da faixa de
aceitabilidade de 80 % a 110 % definida na EC (2002), pode ser considerada baixa uma
vez que o método descrito na IN 68/2006 MAPA para quantificar o amido possui varias
etapas. Isoladamente a hidrolise acida do amido produz uma perda de 15 %. Este fato
pode ser explicado pela hidrolise incompleta do amido com formacéao de dextrinas, além

da glicose.

Tabela II.5 — Teor de carboidratos obtido a partir da hidrolise acida de gomas e titulacéo

com reagente de Fehling

Espessante Teor de carboidratos (mg/100mL)  Recupera c¢ao (%)
Amido de batata 0,85 +0,03 85
Amido modificado 0,77 £ 0,06 77
Goma Guar 0,60 + 0,03 60
Goma Xantana presenca de -
Carboximetilcelulose precipitado -
Pectina vermelho tijolo -
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3.2.2.2 Testes com goma guar adicionada ao iogurte

Como no estudo de exatiddo e precisdo nao foi possivel quantificar o amido
adicionado, provavelmente devido a perdas ocorridas nas etapas da analise, optou-se por
nao executar o estudo da seletividade das gomas na matriz uma vez que o objetivo

principal de quantificacdo o amido nao foi alcancado.

4 CONCLUSOES

O iogurte elaborado no laboratério se mostrou adequado, segundo seus
parametros fisico-quimicos de qualidade, para ser utilizado no processo de validagao do
método.

O método proposto pela IN 68/2006 MAPA se mostrou falho, uma vez que néao foi
possivel quantificar o amido acrescentado nos niveis estudados.

A hidrélise acida € capaz de despolimerizar os espessantes estudados, gomas
xantana, guar, carboximetilcelulose e pectina, e seus residuos sdo oxidados pelo
reagente de Fehling. Foi observada recuperacdo de 60 % da solugcdo de goma guar. Nos
demais espessantes foi observado a formagéo de precipitado vermelho tijolo indicando a
producdo de oOxido de cobre, porém abaixo do limite de quantificacdo do reagente de
Fehling.

A hidrélise acida nas condi¢bes propostas pelo método descrito na IN 68/2006
MAPA ndo é capaz de despolimerizar totalmente o amido de batata. Constatou-se
recuperacdo de 85 % da solucdo deste padréo. Para se utilizar um eventual fator de
correcdo para a hidrolise acida do amido, é necessario aprofundar os estudos com
variagfes nas condi¢cfes de hidrolise e testes com outras fontes amilaceas para verificar
se este comportamento de hidrélise incompleta pode ser generalizado.
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CAPITULO IIl — INVESTIGAGAO DAS PERDAS OCORRIDAS NA
EXECUGAO DO METODO DE QUANTIFICACAO DE AMIDOS (IN
68/2006 MAPA)

RESUMO

A confirmacéo da exatiddo e precisdo de um meétodo analitico € essencial para que os
resultados obtidos sejam confiaveis e a credibilidade do laboratorio seja mantida. Durante
os procedimentos de validacdo do método titulométrico de Lane-Eynon descrito na
IN 68/2006 do MAPA para quantificacdo de amidos em iogurte, foi constatada falta de
exatiddo. Este método se baseia na clarificacdo e filtracdo do iogurte, para separacao dos
acucares simples dos complexos. O residuo solido é hidrolisado por acido a quente,
neutralizado, clarificado, novamente filtrado e titulado com reagente de Fehling. Detectou-
se presenca de amido no primeiro filtrado a partir do teste do Lugol. Desenvolveu-se e
validou-se um método por espectrofotometria para quantificar o teor de amido presente
neste filtrado. Constatou-se a perda de cerca de 30 a 38% do amido adicionado ao
iogurte. Executou-se o método descrito da IN 68/2006 a partir da etapa de digestéo acida,
a fim de verificar a exatiddo e precisédo das etapas subsequentes: hidrdlise, neutralizacéo,
clarificacao, filtracédo e titulacdo. Constatou-se perda de 30 a 38 % de amido no primeiro
filtrado e cerca de 6 % na digestdo acida da amostra. Constatou-se também falta de

exatidao e precisdo do método quando executado a partir da hidrélise acida.

Palavras chave: exatidao, precisdo; amido; perdas.
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ABSTRACT

The verification of the accuracy of an analytical method is essential for that results
obtained are reliable and the credibility of the laboratory is maintained. During the
validation procedures of a Lane-Eynon method described in IN 68/2006 of MAPA for
guantifying starch in yogurt, it was observed lack of accuracy. Such method is based in
clarification and filtration of the yogurt for separation of complex from simple sugars. The
solid residue is hydrolyzed by hot acid, neutralized, clarified, filtered again and titrated with
Fehling’s reagent. Starch was detected in the filtrate by Lugol’ reagent. The method for
quantifying starch by spectrophotometer in the first filtrate was developed and validated. It
was found around 30 to 38% of starch added to yogurt. The execution of the method
described in IN 68/2006 from hydrolysis stage to verify accuracy of the next stages:
hydrolysis, neutralization, clarification, filtration and titration. it was lost around 6% in the
acidic hydrolysis. It was found a lack of accuracy and precision of the method when
executed from the acid hydrolysis.

Key words: accuracy, starch and low recoveries
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1 INTRODUCAO

Atualmente é indiscutivel a importancia do trabalho com qualidade em qualquer
esfera profissional. No que diz respeito aos laboratorios, € pré-requisito a demonstracao
da competéncia técnica, através de evidéncia objetiva para garantir resultados com
qualidade requerida, alicercada em regras harmonizadas internacionalmente, € pré-
requisito para a credibilidade de qualquer laboratério (IAL, 2005; SOUZA e JUNQUEIRA,
2005).

De forma geral, os laboratorios que desenvolvem suas atividades no controle de
qualidade de alimentos optam por seguir as recomendac¢des da Norma ABNT ISO/IEC
17025:2005 — Requisitos Gerais Para a Competéncia de Laboratorios de Ensaio de
Calibracdo que contempla em seu escopo requisitos para alcangcar competéncia tanto
gerencial quanto técnica.

Entre os quesitos técnicos estd a validagdo de métodos, que deve ser
suficientemente abrangente para atender as necessidades de uma determinada aplicagdo
(IAL, 2004; ABNT, 2005). Ao executar um método analitico, tem-se como objetivo que 0s
resultados obtidos reflitam o valor verdadeiro do parametro mensurado e que este seja
repetitivo. Caso se constate principalmente falta de exatiddo durante os procedimentos de
validacdo, deve-se interromper a validagcdo e reavaliar a marcha analitica proposta.
Quando adequado, € necessario verificar as possiveis fontes de perdas e buscar
alternativas para evitd-las ou minimiza-las. Se a investigacdo das perdas for
demasiadamente dispendiosa, demorada ou inviavel € necesséario buscar métodos
alternativos e até mesmo desenvolver novos métodos (INMETRO, 2010).

Em laboratorios de analise fiscal, como o Laboratério Central de Saude Publica -
LACEN, resultados exatos e repetitivos sdo de extrema importancia, tendo em vista que
varias acdes das VISAS se respaldam nos laudos analiticos. O monitoramento da
gualidade de alimentos é feito por meio de amostragem. Para garantir a autenticidade do
processo, o fiscal sanitario deve recolher, quando nao perecivel, trés amostras da mesma
marca, quantidade e lote de fabricagdo em quantidade suficiente para todas as analises
fisico-quimicas e microbioldgicas. Para os alimentos pereciveis, em virtude de sua
natureza, recolhe-se apenas uma amostra, também em quantidade suficiente para
contemplar todas as analises. As amostras devem ser embaladas em invélucros de

seguranca que evidenciam tentativas de violacao.
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ApoOs o recolhimento dos produtos, o estabelecimento que sofreu fiscalizacao
recebe o termo de coleta de amostras e um involucro. Assim, passa a ser o detentor ou
responsavel pela amostra que podera servir como contraprova. As outras duas amostras
sdo encaminhadas imediatamente ao laboratério, uma para a realizacdo das analises,
outra para servir de testemunho. A empresa fiscalizada tem o direito garantido por lei de
solicitar uma segunda analise do seu produto, caso a primeira gere laudo demonstrando
que tal alimento estava em desacordo com a legislacdo. Entdo € agendada a analise de
contraprova do invllucro que ficou sob a guarda do estabelecimento comercial que
devera ser realizada com a presenca de um perito nomeado pela industria. Caso o
resultado seja similar ao primeiro, a VISA prossegue com 0 processo administrativo. Caso
o resultado seja divergente, o LACEN tem o direito de realizar a andlise testemunho.
Todas estas analises sao realizadas em dias distintos e podem ser utilizados diferentes
lotes de reagentes. A comprovacao da repetitividade de um método analitico proporciona
ao laboratdrio credibilidade e reduz divergéncias quanto aos resultados. Para as amostras
pereciveis, ap0s a apreensdo do alimento, € agendada a execucdo das analises na
presenca de um perito indicado pela industria fabricante. A certeza da exatiddo e o
conhecimento das etapas criticas de um método permitem ao analista executar a analise
e emitir resultados com confiabilidade e seguranca necesséaria para contra argumentar
possiveis discussfes a respeito do resultado analitico (MINAS GERAIS, 1997; FUNED,
2011).

Em estudos de validacdo do método titulométrico de Lane-Eynon, descrito na
IN 68/2006 do MAPA para quantificacdo de amidos em iogurte, foi constatada falta de
exatiddo. Em linhas gerais, este método baseia-se na clarificacdo e filtragdo do iogurte
para separar a lactose do amido, que posteriormente sofre digestdo acida seguida de
nova clarificacdo e filtracdo. O filtrado é entdo titulado de acordo o método de Lane-
Eynon, no qual se adiciona 5 mL dos reagentes de Fehling A e B a um erlenmeyer e
prossegue-se com a titulagdo a quente com o filtrado, utilizando-se azul de metileno
como solucéo indicadora (BRASIL, 2006).

Neste trabalho teve-se como obijetivo investigar as possiveis fontes de perdas no
método oficial de quantificacdo de amidos em iogurtes a fim de determinar o impacto
destas discrepancias e servir de subsidio para futuras alteraces deste método.
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2 MATERIAL E METODOS

As vidrarias volumétricas e equipamentos de medicao utilizados neste trabalho
foram calibrados por empresas acreditadas pelo Instituto Nacional de Metrologia,
Normalizacdo e Qualidade Industrial (INMETRO), pertencentes a Rede Brasileira de
Calibracao (RBC).

Os ensaios foram conduzidos nas instalacbes do Laboratorio de Quimica

Bromatoldgica e Cromatografia da FUNED.

2.1 MATERIAL

- Baldo volumétrico de 50, 100 e 1000 mL;
- bastao de vidro;

- béquer de 50, 100 e 250 mL;

- béquer de polietileno de 250 mL;

- bureta de 10 e 25 mL;

- condensador de bolas;

- cubeta de vidro quadrada de 1 cm;

- erlenmeyer com boca esmerilhada de 250 mL;
- erlenmeyer de 250 mL;

- erlenmeyer de boca larga de 500 mL;

- espatula de aco inox;

- funil com haste;

- luvas de vaqueta;

- papel de filtro qualitativo;

- pipeta volumétrica de 5 mL;

- proveta de 10 mL.

2.2 EQUIPAMENTOS

- Balanca analitica com resolucéao de 0,0001g — Metler mod. AG 285;
- balanca semi-analittica com resolucédo de 0,01g — Micronal mod. B1600;

- banho-maria com ajuste digital de temperatura — Marconi;
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- chapa aquecedora com agitacdo magnética - Corning;

- espectrofotdmetro — Shimadzu (UV - 1601).
2.3 REAGENTES E PADROES

- Acetato de zinco, PA, Vetec;

- acido cloridrico 37% PA, Merck;

- 4gua deionizada;

- alcool etilico PA, Vetec;

- amido de batata PA, Sigma,;

- fenolftaleina PA, Vetec;

- ferrocianeto de potéassio PA, Vetec;

- glicose PA, Sigma;

- hidroxido de sodio PA, Vetec;

- lodeto de potassio PA, Vetec;

- lodo ressublimado PA, Merck;

- sulfato de cobre pentahidratado PA, Merck;
- sulfato de potassio PA, Vetec;

- tartarato duplo de sédio e potassio PA, Merck.
- vermelho de metila PA, Fluka.

2.4 SOLUCOES

Solugéo de acetato de zinco 30 %: 30 g de acetato de zinco foram dissolvidos para

100 mL de agua deionizada.

Solucéo alcodlica de fenolftaleina 1 %: 1 g de fenolftaleina foi dissolvido para 100 mL

com alcool etilico.

Solucéo de Fehling A: 69,3 g de sulfato de cobre pentahidratado foram dissolvidos em

agua destilada e o volume completado para 1000 mL.

Solucéo de Fehling B: 100g de hidroxido de soédio foi dissolvido em aproximadamente
300 mL de agua destilada. Adicionou-se ao poucos, com auxilio de banho de gelo
346 g de tartarato duplo de sdédio e potassio. O volume foi completado para
1000 mL.

104



Padronizacao da solucao de Fehling com glicose: misturou-se 5 mL da solugéo de Fehling
A e 5 mL da solucdo de Fehling B e titulou-se com 1,0000 g de glicose,
previamente seca em estufa a 105°C por 1 hora, dissolvida 100 mL de agua
destilada de acordo com o método de Lane Eynon. Utilizou-se azul de metileno
como indicador. O fator de correcdo foi calculado utilizando-se a média de 3

determinacdes.

Solucdo de ferrocianeto de potédssio 15 %: 15 g de ferrocianeto de potéssio foram

dissolvidos para 100 mL de agua deionizada.

Solucéo de hidroxido de sodio a 40 %: 400 g de hidréxido de sddio foram dissolvidos
em agua destilada, em banho de gelo, e o volume completado para 1000 mL. A
solucgéo foi armazenada em frasco de polietileno.

Solucédo de Lugol: 10 g de iodeto de potassio e 5 g de iodo foram dissolvidos em 100 mL

de agua destilada.

Solugdo de padrdao de amido de batata 12,5 %: 6,25 g de amido de batata foi
solubilizado em agua destilada a 90 °C e o volume completado para 50 mL.

2.5 METODO ESPECTROFOTOMETRICO PARA QUANTIFICACAO
DO AMIDO NO 1° FILTRADO DO METODO DESCRITO NA IN 68/2006
MAPA

A Instrucdo Normativa 68/2006 do Ministério da Agricultura Pecuéaria e
Abastecimento estabelece método titulométrico para quantificacdo de amidos em iogurtes.
Este se baseia em precipitar o amido através de clarificantes e separa-lo dos demais
acucares simples pelo processo de filtracdo. O residuo sélido € lavado com alcool etilico e
posteriormente transferido para um erlenmeyer no qual sofrera hidrdlise com &acido
cloridrico em banho-maria fervente. O amido despolimerizado € neutralizado, novamente
clarificado, para reter o conteudo protéico e lipidico, e filtrado. Este segundo filtrado é
utilizado na titulacdo com reagente de Fehling para quantificar a glicose proveniente do
amido. Ao validar este método, constatou-se falta de exatiddo dos resultados atraves de
estudos de repetitividade. Ao adicionar concentra¢cdes conhecidas de amido ao iogurte,
proximas ao maximo estabelecido pela legislacdo (1 g/100g), nao foi possivel observar o
ponto final da titulagdo com o reagente de Fehling, indicando que houve perdas durante a
execucao do método.
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Através do teste do lugol com o primeiro filtrado detectou-se a presenca de amido
(Figura 111.1). Este fato evidenciou que a primeira etapa de filtracdo poderia ser uma
relevante fonte de perda.

TN

Amido

a0, / . _.m Digesto acida
- Transferéncia
da borra | banho mari forvente

Clarificagcao

acetato de zinco 30%
ferrocianeto de potassio 15

acUcares simples
Lugol (+)

Titulac&o do
2° filtrado

NaOH 40%

Neutralizaga Clarificacéo

e —
acetato de zinco 30%
() ferrocianeto de potassio 1504 m.
Ca—-)

Figura Ill.1 - Método de analise quantitativa de amido em leites fermentados evidenciando

a presenca de amido no 1° filtrado

O reagente de Lugol é tradicionalmente utilizado em testes qualitativos com o
objetivo de detectar a presenca de amido (BRASIL, 2006). A literatura também relata usos
da cor produzida pelo complexo I;-amido para monitorar reagdes de oxirredug¢ao do iodo
com farmacos e para quantificar o teor de amilose em alimentos através da
espectrofotometria. Tendo em vista os relatos na literatura e por se tratar de uma reacao
rapida e de baixo custo, optou-se por desenvolver um método espectrofotométrico para
guantificar a cor produzida pelo complexo I;-amido e consequentemente mensurar 0 amido
presente no filtrado da primeira etapa filtracdo (PEREIRA et al, 2002; LIU et al, 2009).

O reagente de Lugol, se adicionado em excesso e/ou a solu¢cbes concentradas de
amido, satura rapidamente os sitios ativos das cadeias de amilose e produz cor azul
intensa impedindo a quantificagdo do complexo formado por espectrofotometria, uma vez
gue em altas concentragOes a lei de Lambert-Beer ndo pode ser observada (LIU et al,
2009).

O método baseou-se em recolher 2 mL do 1° filtrado, obtido a partir do iogurte,
adicionado de padrédo de amido nas concentragdes 0,25; 0,50; 0,75; 1,00; e 1,25 g/100g,
para baldo volumétrico de 25 mL, adicionou-se 125 pL de Lugol, completou-se o volume
com um filtrado isento de amido, e realizou-se leitura no espectrofotémetro ajustado para

o comprimento de onda de 580 nm, conforme indicado na Figura Ill.2.
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ferrocianeto de potissio 159

Especmfadmain

Figura 1l1l.2 — Método desenvolvido para quantificar a perda de amido no 1° filtrado do
método IN 68/2006 MAPA

2.5.1 Validacdo do método desenvolvido para quantif  icacdo do amido no

1° filtrado por espectrofotometria

Delineou-se validagéo quantitativa intralaboratorial para método
espectrofotométrico para investigacdo do teor de amido presente no 1° filtrado obtido
durante a execucdo do método Glicidios redutores em lactose, glicidios ndo redutores em
sacarose e amido (método Lane-Eynon), IN 68/2006 MAPA. Os parametros de
desempenho foram embasados nos protocolos propostos por SOUZA (2007) e INMETRO
(2010), assim como o0s testes estatisticos e as premissas a eles associadas: faixa linear,
efeitos de matriz, sensibilidade e limites de deteccéo e quantificacdo tedricos. Uma vez
gue o objetivo deste método é estimar a presenca de amido no 1° filtrado, optou-se por
nao estudar os parametros exatidao e precisdo. A seletividade néo foi estudada por se
tratar de iogurte elaborado no laboratério com adi¢do controlada de amido a formulacao.
Utilizou-se como grupo controle filtrados obtidos a partir de aliquotas de iogurtes sem
amido, que foram preparados de acordo com o método desenvolvido: adicionou-se 125 pL
de Lugol e completou-se o volume do baldo de 25 mL com o filtrado.

A adequacdo do método foi avaliada com base nos resultados dos parametros
determinados, considerando os critérios de aceitabilidade. O nivel de significancia
adotado nos testes de hipéteses foi a= 0,05. Os célculos foram realizados em planilhas do
Microsoft Office Excel 2007°.

Foi utilizada solugéo padrédo de amido de batata (12,5 %) e amostra de iogurte
natural batido fabricado no laboratério.

Valores extremos foram investigados nos resultados para o calculo do limite de
deteccdo tedrico pelo teste de Grubbs. As estatisticas de Grubbs foram calculadas
simultaneamente para um valor extremo (G;), dois valores vicinais (G,) e dois valores
polares (G3). A indicacdo de valor extremo por pelo menos uma destas estatisticas foi
suficiente para remoc¢ao do dado. Apos eliminacao do valor extremo, o teste de Grubbs foi
aplicado sucessivamente até que novos valores ndo fossem detectados ou até uma

exclusdo maxima de 22,2 % no numero original de resultados (SOUZA, 2007).
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2.5.1.1 Sensibilidade, linearidade e efeitos de mat riz

A sensibilidade foi avaliada a partir de testes com diferentes comprimentos de onda
(540, 550, 560, 580, 600 e 620 nm), dos quais avaliou-se qual apresentava maior
coeficiente angular referente a equacéo da reta.

Para os ensaios de linearidade e efeitos de matriz foram elaboradas duas curvas
de calibracdo: uma com padrdo de amido em &gua e outra com padrdo de amido
adicionado ao primeiro filtrado obtido do iogurte fabricado (matriz), isento de amido, nas
concentracdes de 0,04; 0,06; 0,10; 0,20; 0,40 e 0,60 mg/mL, sendo cada nivel elaborado
com trés replicatas independentes. Estas solu¢des foram analisadas em ordem aleatéria,
no mesmo dia. Brancos das curvas foram preparados como ferramenta de controle de
qualidade, avaliacdo do ruido e ajuste do zero instrumental, mas ndo foram incluidos nos
calculos.

Apos ajuste exploratério dos dados de cada curva pelo Método dos Minimos
Quadrados Ordinarios (MMQO), os gréaficos de residuos (erros) da regressao foram
examinados para investigacdo de perfis Obvios, indicados como valores extremos
(outliers) fora do intervalo %t g2 n-2)Sres (SOUZA e JUNQUEIRA, 2005; MAGALHAES e
LIMA, 2007; SOUZA, 2007; INMETRO, 2010).

Sendo:

a= 0,05;

n= numero de pontos da curva,

ta-ar2; n-2)= distribuicdo de t-Student com confianca de 0,975 e n-2 graus de liberdade, que
varia em fungéo do namero de outliers retirados;

Sres= desvio padréao dos residuos da regresséao, obtido a partir da raiz do Quadrado Médio

ou variancia (QM) do quadro ANOVA para os residuos.

Os valores extremos foram confirmados e tratados pelo teste dos residuos
padronizados Jacknife, o qual foi aplicado sucessivamente até que novos valores
extremos nao fossem detectados, ou até que surgisse uma exclusdo maxima de 22,2 %
no ndmero original de resultados (SOUZA e JUNQUEIRA, 2005; MAGALHAES e LIMA,
2007; SOUZA, 2007; INMETRO, 2010).

Foram avaliadas as seguintes violacfes das premissas relacionadas a analise de
regressao: normalidade (Ryan-Joiner), homogeneidade da variancia dos residuos (Brown-
Forsythe ou Levene modificado) e independéncia dos residuos da regresséao (Durbin-
Watson). Testes de F foram conduzidos para verificar o ajuste ao modelo linear por meio
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da avaliacdo das significancias da regressdo e do desvio da linearidade (SOUZA e
JUNQUEIRA, 2005; MAGALHAES e LIMA, 2007; SOUZA, 2007; INMETRO, 2010).

Uma vez comprovadas as premissas para a analise de regresséao e linearidade das
curvas de calibragdo com agua e matriz, a avaliacdo dos efeitos de matriz foi realizada
por comparacao das inclinacfes e intersecdes obtidas para a curva do analito em agua
com as inclinagdes e intersec¢des estimadas para a curva matriz, nas respectivas faixas de
concentracdo estudadas. O Teste de F foi utilizado para avaliar a premissa de
homogeneidade das variancias dos residuos das curvas. No caso de resultado nao
significativo, variancias homogéneas, as inclinacdes e intersecdes foram comparadas pelo
Teste de t com as variancias combinadas. Se o resultado for significativo, variancias
heterogéneas, o Teste de t é empregado utilizando as variancias amostrais de cada curva
(SOUZA e JUNQUEIRA, 2005; MAGALHAES e LIMA, 2007; SOUZA, 2007).

2.5.1.2 Limites de deteccédo e quantificacao

O estudo dos limites visou obter orientacéo sobre a estimativa dos menores valores
de concentracdo do analito que podem ser detectados e quantificados pelo método.
Utilizou-se como amostra branca o filtrado obtido da primeira etapa de filtragcao do iogurte,
sem adicao de amido, em 10 replicatas independentes.

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram calculados a partir das
seguintes estatisticas descritas por INMETRO (2010). Valores extremos nos resultados
foram investigados pelo teste de Grubbs.

LD = Xmedio * t(n-1,1-0)-S LQ = Xmedio + 10.s
Sendo:
a=0,01;
n= numero replicatas da leitura do branco;
Xmedio= Médias dos valores dos brancos da amostra;
ta-o; n-1y= distribuicdo de t-Student com confianga de 0,99 % e n-1 graus de liberdade, que
varia em funcdo do numero de outliers retirados;

s= desvio-padrdo amostral dos brancos da amostra.
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2.6 VALIDACAO DO METODO DESCRITO NA IN 68/2006 MAPA
EXECUTADO A PARTIR DA ETAPA DE HIDROLISE ACIDA

Estudou-se a exatiddo e a precisdo do meétodo oficial (IN 68/2006 MAPA),
eliminando-se as etapas de clarificacéo, a primeira filtracdo, que € uma potencial etapa de
perda, e a transferéncia do residuo sélido. Desta forma foi possivel investigar a ocorréncia
ou ndo de perdas em outras etapas do método: pesou-se cerca de 10,00 g da amostra
diretamente em erlenmeyer de boca esmerilhada. Adicionou-se 10 mL de &cido cloridrico
concentrado e aqueceu-se sob refluxo em banho-maria durante 2 horas. O residuo sélido
hidrolisado foi esfriado e neutralizado com solu¢cdo de hidréoxido de sédio a 40 %, a
solucdo alcodlica de fenolftaleina 1 % foi utilizada para verificar a neutralizagéo.
Transferiu-se quantitativamente o material para baldo volumétrico de 200 mL e clarificou-
se novamente com 5 mL de cada uma das solucdes de ferrocianeto de potassio 15 % e
acetato de zinco a 30 %. ApOs completar o volume, filtrou-se para béquer de 200 mL e
titulou-se com os reagentes de Fehling (5 mL de Fehling A e 5 mL de Fehling B), como
mostrado na Figura III.3. Utilizou-se a seguinte férmula para calcular o teor de
carboidratos (BRASIL, 2006):

100xVbxT x 0,90
massa da amostra (g) xVt

% de carboidratos =

Sendo:

T: titulo da solugéo de Fehling;

Vb: volume do baldo volumétrico utilizado;

Vt: volume de amostra gasto na titulacdo, em mL;

0,9: fator de converséo de glicose para amido.
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5 Digestéo acida
banho maria fervente
=

2 horas, HCI

acetatodeZi 0%
ferrogfapéto de Rotéssi

Titulacao do
2¢ filtrado

Neutralizacdo g Clarificacéo
NaOH 40% acetato de zinco 30%
=

ferrocianeto de potassio 15

Figura 111.3 — Indicacdo de quais etapas ndo foram executadas no método de andlise
guantitativa de amido em leites fermentados, IN 68/2006 MAPA

A gquantificacdo do amido a partir da digestdo acida é prevista na IN 20/99 do
MAPA para produtos de salsicharia (BRASIL, 1999). Uma vez que no processamento da
salsicha ndo h& adicdo ou presenca de agucares simples, como por exemplo lactose e
glicose, em quantidades significativas n&o € necessario separa-los do amido,
diferentemente do que acontece no iogurte, que possui lactose na sua composicao
original (TAMIME e ROBINSON, 1991; BRASIL, 1999).

Delineou-se a validag@o quantitativa intralaboratorial para o método titulométrico de
amido em iogurtes (IN 68/2006 MAPA) executado a partir da hidrélise acida, excluindo-se
as etapas de clarificacdo, filtracdo e transferéncia do residuo solido. Como o objetivo
desta validacdo foi investigar a possibilidade de perdas nas etapas subsequentes a
primeira filtragcdo, estudaram-se os parametros exatiddo (recuperacdo) e precisdo que
foram embasados nos protocolos propostos por SOUZA (2007) e INMETRO (2010), assim
COmMo 0s testes estatisticos e as premissas a eles associadas. A adequacédo do metodo foi
avaliada com base nos resultados dos parametros determinados, considerando 0s
critérios de aceitabilidade. O nivel de significancia adotado nos testes de hipétese foi
a= 0,05. Os célculos foram realizados em planilhas do Microsoft Office Excel 2007°.

Devido a auséncia de material de referéncia certificado para o escopo analitico em
questéao, utilizou-se como amostra o iogurte natural batido, fabricado no laboratorio, puro
e adicionado do padrao de amido de batata 12,5 %.

A exatidao e a precisdo experimentais foram definidas em ensaios com a amostra
de iogurte elaborada no laboratorio, adicionada de diferentes aliquotas da solucao
estoque de padrdo de amido de batata a 12,5 %, da qual se adicionou as massas: 0,20;
0,40; 0,60; 0,80; e 1,00 g, a aliquotas de 10 g do iogurte, correspondendo as
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concentracbes de: 0,25; 0,50; 0,75; 1,00; e 1,25 g/100g respectivamente, em
sextuplicatas aleatdrias e independentes. Utilizou-se como grupo controle aliquotas de
10 g em sextuplicata de iogurte sem adicdo de amido conforme descrito na Tabela Il.1.
Uma vez que a etapa de separacdo dos acUcares simples dos complexos nao foi
executada (primeira filtracdo), as amostras de iogurte sem adicdo de amido foram
utilizadas para descontar o teor de lactose presente no iogurte elaborado.

Como o objetivo do experimento foi investigar o desempenho do método,
considerando-se a possibilidade de perda do amido, optou-se por adicionar teores de
amido préximos ao valor maximo estipulado pela legislacdo, ou seja, 1 g/100g (BRASIL,
2007). Para avaliar a precisédo intermediaria dos resultados, as analises foram repetidas

em um segundo dia variando-se o0 analista, vidrarias e reagentes.

TABELA IIl.1 — Mapa do preparo do iogurte adicionado de diferentes volumes da solucéo

de padrdao de amido a 12,5 % para os testes de limite de quantificacdo, exatiddo e

precisao
Teor de amido no iogurte Aliguota de iogurte Aliguota da solucéo estoque de
g/100g (9) amido (g)
0,00 10 -
0,25 10 0,20
0,50 10 0,40
0,75 10 0,60
1,00 10 0,80
1,25 10 1,00

Valores extremos foram investigados nos resultados de recuperagdo aparente
obtidos para cada nivel de concentracao, incluindo as aliquotas de iogurte sem adicao de
amido, pelo teste de Grubbs.

A exatidao foi investigada por meio da média de recuperacdo aparente obtida para
as doze replicatas de amostras adicionadas em cada nivel de concentracdo (INMETRO,
2010). O critério adotado para considerar os resultados como satisfatorios foi recuperacao
de 80 a 110 % (EC, 2002).

Precisdo, sob condicbes de repetitividade, foi expressa em termos de desvio
padrao relativo (DPR,) obtido para as replicatas de amostras adicionadas em cada nivel
de concentracdo. Este parametro foi considerado aceitdvel quando dentro de dois ter¢os

do desvio padrdo de reprodutibilidade calculado pela equacédo de Horwitz modificada por
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Thompson (SOUZA, 2007). Para as concentra¢cdes estudadas, 0,25; 0,50; 0,75; 1,00 e
1,25 g/100g, foram calculados pela equacéo de Horwitz os valores limites para os desvios
padrdo sob condi¢cdes de reprodutividade (DPRR) e, a partir de 2/3 destes valores, 0s

desvios padrao de repetitividade (DPR,) (Tabela 11.2).
Equacéo de Horwits O'ryi - 0,02c084%

Sendo:

¢ = concentracao tedrica adicionada do analito expressa como fracdo de massa

Tabela Ill.2 — Desvios aceitaveis de repetitividade e reprodutibilidade em funcdo das

concentragdes de amido estudadas

Concentracao (g/100g) DPR DPRRg @)= CV (%)
0,25 3,29 4,93
0,50 2,96 4,44
0,75 2,78 4,18
1,00 2,67 4,00
1,25 2,58 3,87

DPR,= desvio padrdo sob condicbes de repetitividade; DPRr= desvio padrdo sob condicbes de

reprodutibilidade

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 VALIDACAO DO METODO DO PARA QUANTIFICACAO DO
AMIDO PRESENTE NO 1° FILTRADO POR ESPECTROFOTOMETRI A

3.1.1 Linearidade

O grafico exploratorio dos residuos da regressdo indicou a presenca de valores
extremos, na curva de calibracdo do amido em agua, pelo critério do intervalo entre
*(1-a2:n-2)Sres, 0S quais foram confirmados pelo teste de residuos padronizados Jacknife. O
grafico dos residuos da regressao, com indicacdo dos valores extremos detectados e
removidos, estdo apresentados na Figura 1ll.4. Ao todo foram observados trés valores

extremos, sendo um valor no nivel 0,1 mg/mL, outro em 0,2 mg/mL e o terceiro no nivel
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0,6 mg/mL. A remocao destes pontos possibilitou um melhor ajuste da equacdo de
regressdo. Tendéncias ndo foram observadas pela inspec¢éo visual do grafico exploratorio

dos residuos da regressao, apds o tratamento dos valores extremos.

Grafico de residuos
0,04 -

0,02 -

-0,02

iy

-0,04 ‘ :
0,0 0,2 0,4

o
o

Concentracao

Figura Ill.4 — Gréfico exploratdrio dos residuos da regressdo da curva de calibracdo com
padrdao de amido, com indicacdo dos valores extremos diagnosticados pelo teste de

residuos padronizados Jacknife

ei= residuos da regressao; @ =valor extremo, #t(1-a/2;n-2)Ses.

A premissa de que os residuos da regressdo devem seguir a distribuicdo normal foi
confirmada pelo teste de Ryan-Joiner (p > 0,10), cujo coeficiente de correlacdo obtido foi
de 0,9517 com valor critico de 0,9506. Este resultado indica correlagéo significativa entre
0os residuos da regressdo obtidos para a curva e 0s valores normais teoricamente

esperados, como pode ser observado na Figura Il1.5.
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Grafico Q-Q

Figura I11.5 — Gréfico de probabilidade normal da curva de padrdo de amido
e= residuos da regressdo; q= valor nominal esperado; R= coeficiente de correlagdo de Ryan-Joiner;

p= significancia do desvio da distribuicdo normal

A premissa da homogeneidade da variancia dos residuos da regressédo ao longo
dos niveis de concentracdo estudados foi confirmada, demonstrando homocedasticidade.
A estatistica t de Levene foi de t=-1,0703 com significancia estimada de p> 0,3026, como

indicado na Figura IlI.6.

Gréfico de Homogeneidade das Variancias

0,012

t|_= '1,073

0,010 -
p>0,3

0,008

0,006 -

Desvio médio

0,004 -

0,002

0,000 .
Grupo 1 Grupo 2

Figura 111.6 — Representacdo da homogeneidade das variancias da curva de padrao de

amido de batata
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A premissa de independéncia dos residuos da regresséao foi confirmada pelo teste
de Durbin-Watson. O perfil homogéneo de distribuicdo dos pontos nos quatro quadrantes
dos gréaficos de Durbin-Watson sugeriu que ndao houve tendéncias positivas ou negativas,
como pode ser observado na Figura lll.7. A estatistica calculada foi de d= 2,268 indicando
gue néo houve autocorrelacdo (p > 0,10), sendo os valores de dU= 1,36 e 4-du= 2,64.

Grafico de Durbin-Watson

-
-~
-~

0,000 o~ T €i

-0,009 —

Figura Il1.7 — Grafico de Durbin-Watson da curva do amido de batata (0,04 a 0,6 mg/mL)
em agua

A confirmagdo das trés premissas (normalidade, homocedasticidade e

independéncia dos residuos) indicou a adequac¢ao do uso do MMQO, sem ponderacoes,
para estimativa dos parametros da regressdo. A curva de calibracdo apresentou
regressao significativa (p < 0,001) enquanto desvios de linearidade nao significativos
( p > 0,05) foram observados, indicando ajuste ao modelo linear na faixa estudada de 0,04

a 0,6 mg/mL (Tabela 111.3). A curva de calibragdo com as respectivas equacdes e
coeficientes de determinacéo esté ilustrada na Figura. 111.8.
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Tabela 1.3 — Estatisticas de andlise de variancia da regressao, incluindo teste de desvio

de linearidade, para a curva de amido de batata em agua

Estatistica Curva de amido em agua
Regresséo
28156,74
5,67 x 10°%°
Desvio da Linearidade
F 2,965
p 6,90 x 107

F=razao entre variancias; p = significancia.

Gréafico da Linearidade

0,6
y = (0,0774+ 0,0005)x + (0,03452 0,0015)
0,5 | R2 = 0,999

0,4 |

0,3 A

Resposta

0,2 A

0,1 #

0,0

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Concentracao (mg/mL)

Figura 111.8 — Curva de calibracdo do padrdo de amido de batata em agua com solucéo de
Lugol obtida nos ensaios de avaliacao de linearidade, na faixa de 0,04 a 0,6 mg/mL, com

a equacao da reta e o coeficiente de determinacéo

Testes iniciais de linearidade foram realizados em faixas de concentragdo mais
amplas para a validacdo aqui apresentada. No entanto, as premissas da regressdo nao
foram atendidas nestas faixas. Nos intervalos de 0,02 a 0,8 mg/mL, 0,2 a 0,6 mg/ml houve
deteccdo de 2 valores extremos, confirmacdo da homocedasticidade (p > 0,05) e da
auséncia de autocorrelacdo (p < 0,01), porém foi observado desvio da normalidade
(p < 0,01). J& no intervalo de 0,04 a 0,7 mg/mL houve deteccdo de 1 valor extremo,
confirmacédo da homocedasticidade (p > 0,05) e da auséncia de autocorrelacéo (p < 0,01),

porém também foi observado desvio da normalidade (p < 0,01). Estes resultados
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preliminares levaram a um estreitamento da faixa de trabalho para o intervalo de 0,04 a

0,6 mg/mL demonstrado.

3.1.2 Efeitos de matriz

As curvas de padrao de amido em agua (curva em agua) e de padrao de amido em
matriz (curva de matriz) obtidas estdo apresentadas na Figura 11.9. Valores extremos
foram detectados na curva em agua nos niveis de 0,10; 0,20 e 0,60 mg/mL, enquanto 4
valores foram diagnosticados na curva de matriz nos niveis 0,04, 0,20, 0,40 e 0,60 mg/mL
pelo teste de residuos padronizados Jacknife.

Todas as premissas relativas ao MMQO foram confirmadas: distribuigdo normal
dos residuos da regressao (p > 0,10) foi observada com coeficientes de correlacdo de
Ryan-Joiner de 0,9517 e 0,9770 para as curvas em agua e de matriz, sendo os valores
criticos de 0,9506 e 0,9481 respectivamente; homocedasticidade foi obtida com
estatisticas de Levene de -1,073 para a curva em agua e de -0,680 para a curva de matriz
(p > 0,05); independéncia dos residuos da regresséo foi indicada pelas estatisticas de
Durbin-Watson de 2,268 (dU= 1,36 e 4-du= 2,64) para a curva em agua (p > 0,10).
Porém, a curva de matriz apresentou teste ndo conclusivo para a= 0,05 uma vez que a
estatistica calculada foi de 2,866 (dU= 1,35 e 4-dU= 2,65). Neste teste optou-se por
adotar para a curva de matriz a= 0,05 cujos valores de dU e 4-dU séao 1,06 e 2,94
respectivamente, que indica a independéncia dos residuos para este nivel de confianca.

Desvios da linearidade n&o significativos (p > 0,05) foram observados pelos Testes
de F como descrito na Tabela Ill.4. Estes resultados sinalizam a possibilidade de
comparacao das inclinacdes e intersecdes pelo Teste de t para avaliacdo dos efeitos de

matriz.
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Grafico Efeito de Matriz
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0.40 - Legenda:
@ Curva de padrao de
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Figura I11.9 - Curva de calibracéo de padrao de amido de batata com solucao de Lugol em
dgua e em matriz, obtidas nos ensaios de avaliacdo de linearidade e efeito matriz, na
faixa de 0,04 a 0,60 mg/mL com as respectivas equacdes da reta e coeficientes de

determinacao

Tabela lll.4 — Estatisticas da andlise de variancia da regressao, incluindo teste de desvio

da linearidade, para a curva de amido com Lugol e matriz

Estatistica Curva de amido com Lugol
Regresséo
F 8551,33
p 1,04 x 10*°
Desvio da Linearidade
F 0,217
Y 9,22 x 10"

F =razao entre variancias; p = significAncia

Efeitos de matriz foram detectados na faixa de trabalho da curva de amido. O Teste
de F indicou heterocedasticidade (p < 0,05) das variancias dos residuos das curvas de
agua e de matriz, sendo necessario utilizar o Teste de t com as variancias amostrais de
cada curva para comparacdo dos parametros intersecao e inclinacdo. Foram observadas
diferencas significativas (p < 0,01) quando as inclinac¢des (Tp= 3,23193, com p = 0,00123)
e intersegdes (t,= 3,02946, com p= 0,00245) estimadas para a curva de agua e para a

curva de matriz foram comparadas. A partir destes resultados, concluiu-se que as
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solucbes padrdao de amido em agua preparadas conforme descrito neste trabalho
fornecem respostas que diferem daquelas obtidas para amostras elaboradas com o
filtrado adicionado de concentragdes equivalentes de amido. Consequentemente, a curva
de matriz deve ser utilizada para as determinacdes dos valores estimados para a perda

de amido na etapa de filtracdo do método oficial.

3.1.3 Sensibilidade

Ao avaliar as equacOes da reta obtidas a partir dos comprimentos de onda
estudados (540; 550; 560; 580; 600; 620), 580 nm apresentou maior coeficiente angular,
Ou Sseja, uma pequena variacdo na concentracdo do analito produz resposta mais
significativa frente ao detector neste comprimento de onda quando comparada com 0s
outros (Tabela 111.5). PEREIRA et al. (2002) também utilizou o comprimento de onda de
580 nm em analises cromatograficas de controle de qualidade de dipirona, cuja fase
movel empregava o complexo triiodeto-amido. A dipirona ao entrar em contato com o
iodeto sofre oxidacdo causando um decréscimo na linha de base que pode ser
quantificado através do detector de UV-Visivel.

Os demais comprimentos de onda estudados também poderiam ser utilizados para
as analises, uma vez que a variacdo entre 0s respectivos coeficientes angulares,

descritos na Tabela Il1.5, é pequeno.

Tabela Ill.5 — Equagéo da reta em funcdo do comprimento de onda evidenciando o
comprimento de onda escolhido para as analises espectrofotométricas do amido

2

Comprimento de onda (nm) Equacéao da reta R
540 Y =0,0755x + 0,0037 0,995
550 Y =0,0768x + 0,0051 0,995
560 Y =0,0771x + 0,0038 0,996
580 Y =0,0774x + 0,0345 0,997
600 Y =0,0749x + 0,0060 0,997
620 Y =0,0742x + 0,0049 0,998
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Figura 111.10 — Escala de diluicdo da solucdo padrdo de amido de batata em agua 0,00 (0);
0,04 (1); 0,06 (2); 0,10 (3); 0,20 (4); 0,40 (5); 0,60 (6) mg/mL com adicdo de 125 pL de

reagente de Lugol em cada tubo de ensaio

3.1.4 Limites de deteccéo e quantificagao

No experimento de limites de deteccdo e quantificagdo com amostra branca, ao
aplicar o teste de Grubbs sucessivamente, foi possivel detectar e retirar 03 valores
extremos, restando ainda 07 replicatas, contemplando o minimo recomendado pelo
INMETRO (2010).

O limite de deteccao tedrico calculado pela média do branco mais o desvio padrao
com valor de t unilateral para 99 % de confianca foi de 0,0150 mg/mL. O limite de
quantificacdo teorico encontrado foi de 0,0259 mg/mL. Apesar da possibilidade de
guantificacdo neste nivel de concentracdo, o estudo da faixa linear identificou desvio da
linearidade em concentracdes abaixo de 0,04 mg/mL. Optou-se por adotar o primeiro nivel

de concentracdo da faixa linear (0,04 mg/mL) como limite de quantificacdo do método.

3.1.5 Resultados da quantificacédo da perda de amido pelo método

espectrofotomeétrico

Observou-se que houve perda de cerca de 30 a 39 % do amido adicionado ao
iogurte fabricado nos 5 niveis de concentracdo estudados (Tabela 11.6). Se for
considerada apenas esta etapa de perda, a recuperacao final do amido é de apenas 61 a

70 %, estando abaixo do minimo aceitavel recomendado pela EC (2002), de 80 a 110 %.
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Tabela 111.6 — Resultados da quantificacdo da perda de amido ocorrida no 1° filtrado

através do método do espectrofotométrico

Concentracao de amido Percentual de perda de amido no 1°
adicionado ao iogurte (g/100g9) filtrado (%) £ Coeficiente de Variacao
0,25 30,24 + 4,70
0,50 34,55 + 8,47
0,75 37,67 £ 6,46
1,00 38,54 +7,80
1,25 37,68 +7,10

O meétodo espectrofotométrico, aléem de ser aprovado quanto aos critérios de
desempenho estudados, é rapido, utiliza reagentes pouco corrosivos e apresenta menor
custo se comparado a digestao acida, que € uma alternativa para quantificacdo do amido.
Em experimentos futuros, de modificacdo do método para quantificacdo de amidos, sera
possivel investigar clarificantes e sistemas de filtracdo alternativos ao atual e avaliar sua
eficiéncia sem a necessidade de executar as etapas subsequentes (transferéncia do
residuo sélido, digestédo acida, clarificacéo, filtragédo e titulacdo) do método proposto pela
IN 68/2006.

A etapa de clarificacdo pode ser uma possivel fonte de perda de amido. O gel
formado entre as proteinas do leite e o0 amido depende do seu grau de gelatinizacéo,
concentracdo na formulacdo e osmolaridade do meio. Ao se adicionar agentes
clarificantes o gel formado é quebrado e parte das moléculas de amido podem ser
separadas da borra (TAMIME e ROBINSON, 1991; CONSIDINE et al., 2010). Estas
moléculas, altamente solUveis em agua, podem ser carreadas no processo de filtracao,

justificando assim a presenca de amido no primeiro filtrado.

3.2 VALIDACAO DO METODO OFICIAL A PARTIR DA HIDROLI SE
ACIDA

Os resultados de recuperacdo obtidos foram analisados quanto a presenca de
valores extremos pelo teste de Grubbs, tendo sido retirado apenas um valor no nivel de
1,00 g/100g. Os residuos, obtidos pela diferenca entre a recuperacdo aparente média e
os valores individuais de recuperacdo aparente obtidos em cada dia, para cada nivel de

concentragéo, apresentaram distribuicdo normal (p > 0,01; Req= 0,8947) segundo o teste
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de Ryan-Joiner e homocedasticidade (p > 0,1) segundo o teste de Levene modificado

(Tabela 111.7), permitindo a estimativa de DPR; e DPRRg por analise de variancia.

Tabela IIl.7 — Avaliacdo das premissas de normalidade e homoscedasticidade dos

residuos dos resultados de recuperacéo aparente do amido de batata

Concentracdo (g/100g)

Estatistica
0,25 0,50 0,75 1,00 1,25
Normalidade
R 0,9725 0,9524 0,9656 0,9533 0,9095
D p>0,01 P >0,01 p >0,01 p>0,01 p>0,01
Homocedasticidade
Feal 3,72x10°%° 3,68x10*° 4,08x10°%° 1,27x10% 1,97x10%
p 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

R= coeficiente de correlagdo de Ryan-Joiner; p= significancia; Fca= estatistica F de Levene.

As médias de recuperacdo aparente alcangcadas para amostras adicionadas de

padrdao de amido nas concentracdes estudadas (0,25; 0,50; 0,75; 1,00 e 1,25 g/100q)
variaram entre 77,17 e 80,43 % (Tabela 111.8). Os DPR; estiveram entre 1,94 % a 9,16% e

os valores de DPRg variaram de 1,94 % a 9,16 %. Valores de DPR, e DPRg idénticos

foram estimados para os niveis 0,25 e 1,00 g/100g uma vez que a estimativa da variancia

de repetitividade foi maior que a do ensaio, sendo atribuido o valor de zero para a

variacao entre ensaios.

Tabela 111.8 — Médias de recuperacdo, desvios padrdo relativos sob condi¢cdes de

repetitividade e de reprodutibilidade parcial para o amido de batata

Concentragéo Valores encontrados ageriiiigﬁic?a?jz
MR %
(9/1009) DPR; (%) DPRr (%) DPR, (%)* DPRg (%)*
0,25 80,43 9,16 9,16 3,29 4,93
0,50 80,23 6,25 8,13 2,96 4,44
0,75 78,71 5,47 6,91 2,78 4,18
1,00 77,17 1,94 1,94 2,67 4,00
1,25 78,99 3,51 3,62 2,58 3,87

MR%= média de recuperacao aparente; DPR,= desvio padrdo sob condi¢des de repetitividade;

DPRg= desvio padrao sob condi¢des de reprodutibilidade; * Critério de aceitabilidade de DPR, e DPRg.
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Apesar dos niveis 0,25 e 0,50 g/100g terem atingido o valor minimo aceito para
recuperacgéo, 80 %, os DPR, e DPRg encontram-se acima dos valores criticos calculados
de aceitabilidade (DPR,= 3,29; 2,96 e DPRg= 4,93; 4,44 respectivamente), sugerindo falta
de repetitividade e reprodutividade do método nestes niveis estudados. Logo a elevada
dispersdo dos valores da recuperacdo aparente pode mascarar a falta de exatidao do
método nestes niveis (Tabela Il1.8).

Nos niveis de concentracdo de 0,75; 1,00 e 1,25 g/100g a recuperacéo aparente foi
inferior a 80 %, indicando falta de exatiddo do método. Os valores de DPR,= 5,47 e
DPRgr= 6,91; encontrados para o nivel 0,75 g/100g foram superiores aos calculados,
DPR= 2,78 e DPRg= 4,18 respectivamente, indicando falta de repetitividade e
reprodutividade. Para o nivel de 1,00 g/100g os valores de DPR,= 1,94 e DPRr= 1,94
foram inferiores aos calculados, DPR,= 2,67 e DPRgr= 4,00, indicando repetitividade e
reprodutividade para este nivel. No nivel 1,25 g/100g o valor de DPRg= 3,62 foi inferior ao
calculado, DPRgr= 3,87, indicando reprodutividade dos dados, apesar do valor de
DPR= 3,51 ser inferior ao DPR,= 2,58 calculado. Também pode-se observar que o
aumento do nivel de concentracdo do amido adicionado ao iogurte houve tendéncia em
reduzir o desvio padrdao encontrado, indicando que em concentracdes préoximas ao valor
estipulado pela legislagédo (1 g/100g), o método é reprodutivo.

A falta de exatiddo do método pode ser atribuida a despolimerizacao incompleta do
amido, como demonstrado em estudos de hidrolise acida do amido de batata em que
provavelmente ha formacédo de compostos de menor peso molecular, as dextrinas, e a
reacdo de Maillard, uma vez que foi observado escurecimento da amostra apos a
digestdo &cida (Figura 1l1.11). Cerca de 3 % (m/m) do iogurte é composto de proteinas. O
processo de fermentacdo provoca a desnaturacdo das proteinas, tornando 0s grupos
nitrogenados mais disponiveis a reacdo com 0s acucares redutores além de liberar
aminoacidos para o meio, que quando aquecidos podem sofrer a reacdo de Maillard. E
pouco provavel que este escurecimento seja atribuido a reacdo de caramelizacdo, uma
vez que a solucdo de amido ficou translicida ap6s a digestdo acida, atuando como grupo
controle. O fator determinante para o aparecimento da coloracdo marrom entre as duas

solugdes é a presenca dos grupos amino do iogurte (FENNEMA, 2010).
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Figura 111.11 — Aliquotas de iogurte e amido antes (A) e ap6és (B) a digestédo acida

4 CONCLUSOES

O método de quantificacdo do amido presente no primeiro filtrado por
espectrofotometria se mostrou adequado para o uso pretendido, de acordo com o0s
parametros de desempenho avaliados: sensibilidade, linearidade, efeitos de matriz, limites
de deteccdo e quantificacdo. Este método podera ser utilizado em estudos de otimizacéo
das etapas de clarificacdo e filtracdo para monitorar a perda de amido ocorrida ou néo,
sem necessidade de se executar a marcha analitica do método descrito na IN 68/2006 até
o fim, otimizando recursos.

A perda de amido na primeira etapa de filtragdo do método descrito na IN 68/2006
MAPA, de cerca de 30 a 39 %, se mostrou relevante como fonte de inexatidao.

Ao executar 0 método para quantificacdo de amidos (IN 68/2006 MAPA) a partir da
hidrélise acida, constatou-se falta de exatiddo, uma vez que a recuperacao foi inferior a
80 %, tal fato pode ser atribuido despolimerizacdo incompleta do amido e a reacdo de
Maillard.

Ao considerarmos que o método (IN 68/2006 MAPA) apresenta no total cerca de
60 % de perdas, fica evidente sua inaplicabilidade para o monitoramento da adicdo de
amido aos iogurtes dentro do estabelecido pela legislagao.
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CONCLUSOES INTEGRADAS

As vantagens tecnoldgicas proporcionadas pelos amidos fazem com que seu uso
pela indUstria seja relevante.

Constatou-se através do teste do reagente Lugol que 75 % dos iogurtes recolhidos
pelo PROGVISA apresentavam amidos em suas formulacdes. Destes, apenas 35 %
declaravam utilizar amidos nos rotulos.

A maior parte dos iogurtes disponibilizados para a populagdo declaravam-se
parcialmente desnatados (69 %) e destes quase a metade apresentaram desvio superior
a + 20 % ao valor declarado no rétulo.

O método proposto pela IN 68/2006 MAPA ndo se mostrou apto a quantificar
amidos em iogurtes comerciais. Ao todo, foi perdido cerca de 56 % do amido adicionado
ao iogurte. Desta, em torno de 35 % pode ser atribuido a primeira etapa de filtracdo do
meétodo descrito na IN 68/2006 MAPA, 15 % a hidrélise incompleta do amido e 6 % a
reacdo de Maillard durante o processo de hidrdlise acida.

O estudo detalhado das etapas em que houve as perdas, e sua quantificacao,
evidencia a inaplicabilidade do método oficial (IN 68/2006 MAPA) na quantificacdo de

amidos em iogurtes.
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