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RESUMO GERAL

A luteina, a qual sdo atribuidas propriedades antioxidantes, estd associada a
diminuicdo e prevengdo da degeneracdo macular relacionada a idade (DMRI), principal
causa de cegueira irreversivel em idosos. Como este carotendide ndo é sintetizado pelo
organismo humano, a sua adi¢do em iogurte € mais uma opcdo de suplementacdo de
luteina, além de poder atuar na prevengao de foto-oxidagdo. As condi¢des de estocagem
de iogurtes em supermercados pode levar as alteracdes no produto devido a presenca de
riboflavina (RBF), que sob estimulo da luz e presenca de oxigénio, promove oxidacgdo
de vitaminas, carboidratos, lipideos e proteinas levando a formagdo de off-flavors e
perda de nutrientes. Como a RBF emite fluorescéncia, uma das maneiras de avaliar a
ocorréncia de foto-oxidacdo em produtos licteos é a determinacdo fluorimétrica da
RBF. Para tal, uma metodologia empregando titulacdo espectrofluorimétrica de RBF
utilizando proteina ligante de riboflavina (RBPO) como titulante, para determinacio de
RBF em leite foi otimizado e validado para iogurte. As determina¢des de RBF foram
realizadas em espectrofluorimetro com acessério para medidas em front-face, em um
angulo de 27°. A seletividade do método foi determinada pela adi¢do de padriao de RBF
no iogurte e em dgua. As curvas se apresentaram paralelas com inclinag¢des de 1,001 *
0,007 e 1,00 + 0,03 para as titulagdes de RBF em dgua e em iogurte, e os limites de
deteccdo e quantificacdo foram 0,0558 pg e 0,1691 pg respectivamente. A
repetitividade, estimada pelo desvio padrao relativo, foi de 4,0 %. A exatiddo foi de 99
+ 2 %, e os experimentos de robustez mostraram que o método ¢ efetivo mesmo quando
o produto foi analisado apés 30 dias de estocagem, em iogurtes produzidos em dias
diferentes, com diferentes massas de iogurte, com e sem adi¢ao de 4dgua.

A influéncia da luz, embalagem e adicdo de luteina na estabilidade oxidativa do
iogurte durante o tempo de estocagem foi estudada. Adicionou-se corante contendo o
equivalente a 1,5 mg de luteina, e o produto final acondicionado em embalagens com
diferentes barreiras ao O,, foi estocado a 5°C, na presenca e auséncia de luz durante 35
dias. As amostras foram analisadas nos dias 0, 7, 14, 21, 28 e 35, e os pardmetros

avaliados foram os teores de carotendides totais, riboflavina, oxigénio dissolvido na

Xiii



amostra e presente no espago vazio (headspace). Houve degradagdo da riboflavina nos
iogurtes sem luteina e expostos a luz. Os iogurtes com luteina apresentaram teor de
riboflavina e luteina constantes durante o tempo de estocagem, independente do tipo de
embalagem usado. Quando presente, a luteina exerceu um papel protetor, impedindo a

degradacdo da riboflavina e aumentando a estabilidade oxidativa do iogurte.

Palavras-chave: iogurte, luteina, riboflavina, foto-oxidacio, espectroscopia de

fluorescéncia.
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GENERAL SUMMARY

Lutein, to which is attributed antioxidant properties, is associated with reduction
and prevention of age-related macular degeneration (ARMD), the leading cause of
irreversible blindness in the elderly. This carotenoid is not synthesized by the human
body, and its addition in yogurt is another option for supplemental lutein and could act
in preventing photo-oxidation. The conditions of storage of yogurt in supermarkets can
lead to changes in the product due to the presence of riboflavin (RBF), which under the
stimulus of light and the presence of oxygen, promotes oxidation of vitamins,
carbohydrates, lipids and proteins, leading to the formation of off-flavors and loss of
nutrients. Since RBF fluorescences, one of the ways to evaluate the occurrence of
photo-oxidation in dairy products is the fluorimetric determination of the RBF. For this,
a methodology for the determination of RBF in milk employing spectrofluorimetric
titration using the protein (RBPO) as titrant was optimized and validated for yogurt.
Measurements of RBF were performed using a spectrofluorimeter with accessory
measures in front-face at an angle of 27°. The selectivity of the method was determined
by standard addition of RBF in yogurt and in water. The curves performed in parallel
with slopes of 1.001 = 0.007 and 1.00 £+ 0.03 RBF for titrations in water and in yoghurt
and the detection limits and quantification were 0.0558 pg and 0.1691 pg, respectively.
The repeatability, estimated by the relative standard deviation was 4.0%. The accuracy
was 99 = 2% and the experiments showed that method robustness is effective even
when the product was tested after 30 days of storage for yogurts produced on different
days with different masses of yogurt, with or without addition of water.

The influence of light, packaging and addition of lutein to yogurt during storage
time was studied. A dye containing the equivalent of 1.5 mg of lutein was added and the
final product was packed in containers with different barriers to O, stored at 5° C in the
presence and absence of light. The samples were analyzed on days 0, 7, 14, 21, 28 and
35. The parameters evaluated were the levels of carotenoids and riboflavin, and of
oxygen dissolved in the sample and present in the headspace. There was degradation of

riboflavin in yogurt without lutein and exposed to light. The yogurts with lutein showed

XV



that riboflavin content and lutein contents were constant during the storage time,
regardless of the packaging used. When present, lutein had a protective role, preventing

the degradation of riboflavin and increasing the oxidative stability of yogurt.

Keywords: yogurt, lutein, riboflavin, photooxidation, fluorescence spectroscopy.

XVi



INTRODUCAO

Os carotendides s@o pigmentos naturais conhecidos por sua atividade bioldgica e
aplicagdo como corantes, dentre os quais se destaca a luteina, uma xantofila que se
acumula na macula, parte central da retina humana responsavel pela acuidade visual e a
qual se atribuem propriedades antioxidantes e diversas atividades bioldgicas contra
doencas degenerativas. A luteina estd associada principalmente com a diminuicio e
prevengdo da ocorréncia de catarata e degeneracdo macular relacionada a idade
(DMRI), que € a principal causa de cegueira irreversivel em idosos. A luteina nao é
sintetizada pelo organismo humano e pode ser encontrada em verduras folhosas escuras,
como espinafre, brécolis e couve e, na forma de suplementos. Com a crescente
valorizacdo de alimentos industrializados funcionais e o aumento da preocupagdo com a
saide e bem-estar, a aplicac@o da luteina como ingrediente em bebidas e alimentos pode
ser bastante conveniente e atrativa. Neste cendrio os produtos lacteos se destacam e sdo
os principais veiculos para adi¢do de substincias funcionais. Entretanto, a luteina e os
produtos lacteos sdao sensiveis a a¢do da luz e do oxigénio. Os produtos lacteos sdo
sensiveis a luz devido a presenca da riboflavina (vitamina B,), caracterizada por ser um
forte sensitizador, capaz de absorver a energia luminosa e transferi-la para moléculas de
oxigénio altamente reativas, desencadeando uma série de reacdes de oxidacdo nos
componentes do leite resultando em perdas nutricionais e alteracdes sensoriais. Sabe-se
também que os carotendides atuam como antioxidantes uma vez que desativam espécies
reativas de oxigé€nio e sensitizadores excitados, além de atuarem como filtro a luz. A
espectroscopia de fluorescéncia aliada a técnica de front-face tem sido amplamente
explorada para a avaliacdo da foto-oxidagdo em produtos licteos. E importante estudar a
estabilidade da luteina durante o processamento e a estocagem dos produtos lacteos e a
qualidade dos produtos adicionados de luteina e a capacidade antioxidante da luteina na

prevencgdo das reacdes de oxidacdo do leite e seus derivados.



CAPITULO I

LUTEINA: PROPRIEDADES, BENEFICIOS E APLICACAO EM PRODUTOS
LACTEOS.

A ser submetido a revista “Brazilian Journal of Food Technology”



LUTEINA: PROPRIEDADES, BENEFiCIOS E APLICACAO EM PRODUTOS
LACTEOS

RESUMO

Esta revisdo aborda as caracteristicas dos carotendides com destaque para a
luteina e sua importincia como agente antioxidante. Sdo descritos os beneficios trazidos
a satde devido ao consumo de fontes de luteina, como por exemplo, diminui¢do da
incidéncia de Degeneracio Macular Relacionada & Idade (DMRI) e de catarata.
Também ¢é discutido o comportamento da luteina frente as diversas condicdes de
processamento e estocagem. Em vista da possibilidade de adicdo de luteina em produtos
lacteos como, por exemplo, em iogurte, é abordada a estabilidade destes produtos em
relacdo a luz e ao oxigénio. Estes fatores podem ser prejudiciais tanto para luteina
quanto para riboflavina, a qual estd naturalmente presente e pode desencadear reacdes
de foto-oxidagio, prejudicando a qualidade do produto. E apresentada uma maneira de
monitorar a foto-oxidagdo em iogurte, por meio da utilizacdo de espectroscopia de
fluorescéncia aliada a técnica de front-face, e por fim, destaca-se a influencia de

diferentes embalagens utilizadas no acondicionamento de produtos lacteos.

Palavras-chave: luteina, riboflavina, foto-oxidacdo, produtos lacteos,

espectroscopia de fluorescéncia, embalagens plasticas.



SUMMARY

This review deals with the characteristics of the carotenoid lutein and highlighs
its importance as an antioxidant agent. The benefits to health due to consumption of
sources of lutein, such as decreased incidence of age-related macular degeneration
(ARMD) and cataracts are described. The behavior of lutein against the various
conditions of processing and storage are discussed. Considering the possibility of
adding lutein to milk products, for example, in yogurt, the stability of these products in
relation to light and oxygen is addressed. These factors can be harmful for both lutein
and for riboflavin, which is naturally present and can trigger reactions of photo-
oxidation, impairing the quality of the product. It presents a way to monitor the photo-
oxidation in yoghurt, through the use of a front-face fluorescence spectroscopy
technique and, finally, highlights the influence of different packaging materials used for

packaging dairy products.

Key-words: lutein, riboflavin, photooxidation, dairy products, fluoresence

spectroscopy, plastic packaging.



1. INTRODUCAO

O crescimento da populacdo de idosos é um fendomeno mundial que estd
ocorrendo em niveis sem precedentes. Em 1950, eram cerca de 204 milhdes de idosos
no mundo; em 1988, este contingente alcancou 579 milhdes de pessoas. Projecdes
indicam que, em 2050, a populacdo idosa serd de 1 bilhdo e 900 milhdes de pessoas.
Considerando as tendéncias verificadas para as taxas de fecundidade e longevidade da
populagdo brasileira, as estimativas para os proximos 20 anos indicam que a populacio
idosa pode exceder 30 milhdes de pessoas, representando aproximadamente 13% da
populagdo brasileira (IBGE, 2002).

O envelhecimento € um processo natural que se inicia no nascimento, e envolve
diversas alteracdes fisioldgicas como altera¢des no funcionamento do sistema digestivo,
nas condi¢des fisicas e na percepcdo sensorial (GUIMARAES, 2004). Uma das
deficiéncias decorrentes do avanco da idade, a degeneragc@o macular relacionada a idade
(DMRI) atinge 25% da populacdo acima de 75 anos no Brasil, sendo responséavel pela
cegueira irreversivel (I0G, 2010; CBO, 2010). A ingestdo de 6 mg ao dia de luteina
(SEDDON, 1994) estd associada a diminui¢do da ocorréncia e prevencdo da DMRIL
Atualmente, o tratamento e a prevengdo de DMRI sdo realizados por meio da ingestio
de capsulas de luteina.

O leite e seus derivados constituem-se uma das melhores fontes de calcio,
vitaminas, e proteinas, com inimeras fungdes no organismo. Os produtos lacteos atuam
como elo na unido das tendéncias representadas pelo aumento na proporcdo de idosos
na populag@o e pela busca por hédbitos alimentares mais sauddveis.

A prosperidade do setor lacteo se justifica tanto pelo apelo nutricional como pelo
funcional dos produtos derivados do leite, uma vez que os consumidores tendem a pagar
mais por produtos que acreditam contribuir beneficamente para a satde. No Brasil,
houve um aumento de 20% no consumo de alimentos funcionais de 2001 a 2005, um
mercado que em 2005 movimentou US$ 600 milhdes. Nos dltimos cinco anos, o
consumo de alimentos sauddveis no Brasil (considerados produtos diet e light,
alimentos funcionais, orgénicos, naturalmente sauddveis e especificos para quem tem
intolerincia a certos tipos de alimentos) passou de R$ 15,9 bilhdes, em 2004, para R$

28,9 bilhdes em 2009, indicando um crescimento de 82%. Acredita-se que até 2014 o



consumo destes alimentos cres¢a mais 39% e chegue aos R$ 39,2 bilhdes (SEBRAE,
2010).

Os produtos lacteos vém sendo o principal veiculo para a adi¢do de substincias
benéficas a saide. Um exemplo disso é o iogurte adicionado de probidticos, que
corresponde a 75% dos produtos funcionais comercializados no mundo inteiro. As
vendas de iogurtes no mundo saltaram de US$ 29,3 bilhdes para US$ 47,6 no periodo
de 2002 a 2007 (MILK POINT, 2008). No Brasil, o iogurte foi o produto que mais
cresceu em consumo no ano de 2007, com aumento de 32% das vendas em relacdo a
2006 (NECNETWORK, 2008). Uma pesquisa realizada pela FIESP e IBOPE (2010)
indica que o iogurte é o produto que mais desperta o desejo no consumidor quando
lancado no mercado, a frente de biscoitos, sucos prontos para beber, chocolates, queijos,
alimentos congelados e arroz.

O consumo de iogurte, além de ser fonte de cdlcio e vitaminas como o leite,
apresenta como beneficios a facil digestdo, auxilia na recuperagdo do organismo apods
problemas digestivos, apresenta teor reduzido de lactose, além de ser conveniente.
Entretanto, o iogurte pode sofrer modificagdes frente as condicdes de estocagem em
supermercados devido a presengca de riboflavina, que sob o estimulo de luz e na
presenga de oxigé€nio, promove oxidacdo de vitaminas, carboidratos, lipidios e proteinas
(SKIBSTED, 2000). Da mesma forma, a luteina também pode ser degradada na
presencga de luz e oxigénio (CALVO, 2005).

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Carotendides

Os carotendides sdo pigmentos amplamente distribuidos na natureza e
encontrados em plantas superiores, algas, fungos e bactérias e também em alguns
animais como pdssaros e crusticeos. Somente plantas e microrganismos sintetizam
carotendides e, portanto a sua presenca em animais € atribuida a ingestdo de alimentos
(BRITTON, 2006. OTLES, 2006).

Os carotendides sdo caracterizados pela presenga de uma cadeia de carbono
central onde se alternam ligacdes simples e duplas, e de grupos ciclicos ou aciclicos nas
extremidades da cadeia (BRITTON, 1995a). A maioria dos carotendides apresenta
caracteristicas lipofilicas e, portanto, é solivel em Oleos e solventes orgénicos. Além
disso, os carotendides sdo moderadamente estdveis ao calor, apresentam perda de
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coloracdo ao sofrer oxidagcdo e podem ser facilmente isomerizados por ac¢do do calor,
acido ou luz. Os caroten6ides abrangem cores que vao do amarelo ao vermelho e assim,
apresentam comprimentos de onda de aproximadamente 430 a 480 nm. Por
apresentarem uma estrutura altamente insaturada e conjugada, os produtos de
degradacdo dos carotendides sdo bastante complexos. Durante a oxidac¢do, compostos
com grupos carboxilicos e epdoxidos sdo formados inicialmente. A oxidagdo também
resulta na formacdo de compostos de cadeia curta mono e di-oxigenados, muitos deles

volateis (ELBE e SCHWARTZ, 1996).

2.2 Luteina

Os carotendides compreendem dois grupos estruturais: os carotenos, que
possuem cadeia caracterizada pela presencga de carbono e hidrogénio e as xantofilas que
apresentam oxigénio na cadeia e consistem em uma variedade de derivados que
geralmente cont€m grupos hidroxilicos, epéxido e aldeido, por exemplo, (ELBE e
SCHWARTZ, 1996). A luteina é a xantofila dominante em vegetais amarelos e de
folhas verdes e também no plasma humano. A zeaxantina é um isomero da luteina,
diferindo estruturalmente na posicao de uma ligacdo dupla. A luteina apresenta grupos
terminais e g enquanto a zeaxantina é simétrica e possui dois grupos terminais 3
(Figura 1). Tanto a luteina quanto a zeaxantina sdo dihidroxicarotendides com grupos
hidroxilas localizados nos carbonos 3 e 3°. Fontes ricas em luteina incluem couve (15
mg/100g), salsa (10,82 mg/100g) espinafre (9,2 mg/100g), abébora (2,4 mg/100g) e
bréceolis (1,5 mg/100g) (CARVALHO, 2000).

H Lutein

Figura 1. Estrutura quimica da luteina e zeaxantina

Em humanos, assim como em plantas, acredita-se que a luteina apresenta duas

grandes fungdes protetoras: (1) como filtro de luz azul e (2), como inativador e
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sequestrador de espécies reativas de oxigénio foto-induzidas (ALVES-RODRIGUES e
SHAO, 2004). A luz azul (de comprimento de onda de aproximadamente 450 nm) é a
forma de luz visivel de maior energia, e € conhecida por induzir dano foto-oxidativo
pela geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). A luteina, com pico de absorcao
a 446 nm no espectro visivel tem propriedade antioxidante atribuida a sua estrutura
caracterizada pela presenca de elevado nimero ligacdes duplas alternadas. Estas
ligacGes permitem a absor¢do de energia das espécies reativas de oxigénio (EROs),
canalizando-as através da longa cadeia de ligacdes duplas que se encontram em
ressonancia. A energia ¢ liberada na forma de calor, regenerando a molécula ao seu
estado original (SOUTHON, 2003 apud STRINGHETA et al., 2006).

Estudos mostraram que o consumo de luteina € inversamente proporcional ao
risco de doencgas oculares, como a degeneragdo macular relacionada & idade (DMRI)
(SEDDON et al., 1994). Além disso, alguns estudos indicam que a luteina pode
contribuir para redugdo do risco de aterosclerose (MARES-PERLMAN et al., 2002) e
manuten¢do da saude da pele, uma vez que reduz danos provocados pela incidéncia de
luz UV (CHEN et al., 2002).

Assim como os carotendides, a luteina e a zeaxantina sdo absorvidos no intestino
da mesma maneira que os lipidios ingeridos na dieta. Acredita-se que os carotendides
sdo absorvidos no intestino delgado por processo de difusdo passiva (DURING et al.,
2005). Os ésteres de acidos graxos da luteina e zeaxantina sdo quebrados no limen do
intestino delgado antes da captacdo pela mucosa. Os carotendides sdo captados pela
mucosa do intestino delgado e “empacotados” por triacilglicerol em quilomicrons, os
quais serdo transportados para o figado (PARKER, 1996).

Na corrente sanguinea, os carotenos sdo encontrados primariamente nas
lipoproteinas de baixa densidade (LDL), enquanto que as xantofilas (que contém um ou
mais grupos polares) estdo distribuidas entre o LDL e as lipoproteinas de alta densidade
(HDL) (CLEVIDENCE e IERI, 1993). Os carotenos, sendo lipofilicos sdo localizados
no centro da lipoproteina, enquanto que as xantofilas, sendo mais polares, estdo
localizadas na superficie das lipoproteinas, e por isso se distribuem de forma equilibrada
entre LDL e HDL. (MASSEY, 1984).

Entretanto, a absor¢do da luteina e da zeaxantina pelo organismo relaciona-se

com o conteddo de lipidios presentes na dieta. Um estudo (ROODENBURG et al.,



2000) concluiu ser necessdria quantidade minima de gordura de 3 g para que ocorra
desesterificagdo dos diésters de luteina e absorcdo da luteina.

Outros fatores podem afetar a absor¢do de luteina, como, por exemplo, a
solubilidade. Luteina livre ou esterificada é praticamente insolivel em sistemas
aquosos, e a solubilidade em 6leo € limitada. Para facilitar a incorporagdo da luteina em
diferentes tipos de alimentos, a substincia pode ser encapsulada ou microencapsulada
(AMAR et al., 2003).

O leite materno € a unica fonte de luteina e zeaxantina para o bebé. Quando o
bebé € alimentado exclusivamente com leite materno, ha aumento do conteido de
luteina e zeaxantina no plasma no primeiro més de vida, enquanto que a alimentacio
com formulas infantis mostra declinio destes carotenéides no mesmo periodo
(JOHNSON et al., 1995). Um estudo alemao relatou que o colostro apresenta maior teor
de luteina e zeaxantina (164, 0 = 84, 9 nmol/L de luteina e 33,2 + 17,2 nmol/L de
zeaxantina), que o leite maduro (88,1 £ 37,8 nmol/L de luteina e 19,5 + 10,2 nmol/L de
zeaxantina) (SCHWEIGERT et al, 2004). Outro estudo sobre a composi¢do de
carotendides no leite humano em 9 paises mostrou que a luteina € um dos carotendides
mais presentes no leite materno, juntamente com o f-caroteno (CANFIELD et al.,
2003).

O processamento de alimentos como moagem, fermentacio e rdpido
aquecimento, usualmente melhoram a disponibilidade das xantofilas, provavelmente
devido a dissociagdo dos complexos proteinas-carotendides e/ou a dissociacdo dos
complexos cristalinos dos carotendides (DEMIG e ERDMAN, 1999). Fatores como méa
nutricdo e parasitas intestinais sdo associados a reduzida eficiéncia de absorcdo de
carotendides (OLSEN, 1999).

A luteina e a zeaxantina, assim como os carotendides em geral, ocorrem na
configuracdo all-trans, que € mais termodinamicamente estavel (VON DOERING et al.,
1995). Tem sido demonstrado que a formagdo de isdmeros cis € decorrente do
processamento de alimentos (SCHIEBER e CARLE, 2005). Calor, luz, presenca de
sensitizadores no estado triplete (como por exemplo, a riboflavina) e de compostos
eletrofilicos (por exemplo, quinonas) (DE RIGAL et al, 2000) sdo fatores que
geralmente afetam a isomerizacdo de carotendides em alimentos.

Esta transformacio é associada a alteracdes nas propriedades bioldgicas e fisico-
quimicas. Geralmente os isOmeros cis sdo termodinamicamente menos estdveis e
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apresentam menor ponto de fusdo, em relagdo aos correspondentes trans. O espectro
UV-visivel dos cis € caracterizado pelo aparecimento de um novo pico de absor¢do, ao
redor de 330 — 350 nm, e decréscimo da intensidade de cor (BRITTON, 1995b).

Em relacdo a capacidade de inativar oxigénio singlete, os isdmeros cis do -
caroteno demonstraram ser menos efetivos que o all-frans-p-caroteno (STAHL & SIES,
1993). Jimenez e Pick (1993) observaram que o 9-cis-fB-caroteno € degradado mais
rapidamente que o isomero all-frans correspondente quando exposto as espécies reativas
de oxigénio. Um estudo realizado por Stahl e Sies (1993) também indicou que o
isdmero all-trans-p-caroteno € absorvido preferencialmente por humanos.

Aman et al. (2005) confirmaram que o processamento térmico aumentou a
formagdo de isOmeros cis de luteina e zeaxantina de 12 a 30% e de 7 a 25%
respectivamente. O processo de conserva de espinafre, entretanto, resultou em
decréscimo dos isomeros cis, de 21 a 14%. Até o momento, ndo ha estudos sobre a
implicagdo do consumo dos isdOmeros cis, € sobre o destino dos isomeros cis das

xantofilas durante a digestdo a absor¢ao pelo organismo.

2.2.1 Efeitos do processamento e estocagem

2.2.1.1 Tratamento térmico

H4 dados contraditérios sobre a influéncia do tratamento térmico na
concentracdo da luteina. Alguns autores relatam aumento da concentragdo de luteina,
enquanto que outros ndo encontraram alteracdes durante o aquecimento e estocagem
(CALVO, 2005).

Em geral, a maior concentra¢do de luteina em alimentos enlatados em relagdo
aos alimentos in natura pode ser devido a: 1) perda de sdlidos soliveis no meio; 2)
inativagdo de enzimas que oxidam carotendides e ou 3) rompimento dos complexos
proteina-carotendide (UPDIKE e SHWART, 2003).

Esses resultados contraditérios podem ser explicados pela extracdo incompleta
dos carotendides dos cloroplastos de alimentos in natura, uma vez que formam
complexos com componentes como proteinas. O processo de aquecimento € responsavel
pela desnaturac@o protéica e consequente aumento da disponibilidade dos carotendides,

facilitando a extracdo (CALVO, 2005).
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2.2.1.2 Luz e oxigénio

Os carotendides quando expostos a luz, originam uma série de reagdes. Quando
a incidéncia de energia da luz ultrapassa a regido de absor¢@o do carotendide, reacdes de
fotoisomerizacdo competem com as de fotodegradagdo, enquanto que na presenga de
sensitizador e luz (ndo necessariamente na mesma regido de absor¢c@o dos carotendides)
ocorrem reagOes de isomerizacdo e oxidacdo, geralmente, com a presenca de um
carotendide em estado triplete como intermedidrio (MONTENEGRO et al., 2004). A
reacdo depende da intensidade de luz, comprimento de luz, temperatura, solvente e
presenca de catalisadores e sensitizadores no meio (MERCADANTE, 2008).

Perdas de 21 a 23% no conteido de B-caroteno, a-caroteno e luteina foram
observadas durante a estocagem de suco de cenoura sob luz (1500 lux) a 25°C durante
12 semanas. As perdas foram acompanhadas pelo aumento da concentracdo de isdmero
13-cis do B-caroteno, a-caroteno e luteina durante a estocagem no escuro, enquanto que
a formacgdo de 9-cis- B-caroteno, 9-cis-a-caroetno e 13-cis-luteina foram favorecidas
pela estocagem sob luz (CHEN et al., 1996).

A comparagdo do efeito da luz nos carotendides presentes nos alimentos € dificil
de ser feita, uma vez que diferentes alimentos possuem composi¢des diferentes quanto
aos isomeros. A presenca de macromoléculas oferece certa fotoprotecio aos
carotendides em alimentos, através da complexagdo com as proteinas ou agindo como
filtro reduzindo a incidéncia de luz (MERCADANTE, 2008).

A degradagdo de carotendides foi estudada em simula¢io de envelhecimento de
vinho do Porto. O vinho do Porto foi saturado com oxigénio, suplementado com luteina
e B-caroteno e mantido a 60 °C durante 87 horas. Os resultados mostraram que houve
decréscimo de 95% nos niveis de luteina e de 10% nos niveis de B-caroteno, indicando

que a luteina foi mais sensivel a degradacdo que o B-caroteno (FERREIRA et al., 2008).

2.2.1.3 Outros tratamentos industriais

Condigdes de estocagem podem influenciar a concentragdo de luteina. Fatores
como luz e temperatura e oxigénio podem influenciar a degradag¢do e reacdes de
isomerizacdo (CALVO, 2005). Shi e Chen (1997) estudaram o efeito de luz e
temperatura em luteina pura durante a estocagem. Os autores relataram que a
iluminacdo e a alta temperatura promoveram a degradacdo da luteina, enquanto que a
estocagem em freezer manteve a concentracdo de luteina praticamente inalterada. A
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influéncia da temperatura também foi estudada por Monreal et al (1999) em feijoes
verdes, que foram estocados em temperaturas de 12,8 °C e 4 °C, durante 26 dias. Na
temperatura de 12,8 °C ndo houve decréscimo de luteina, enquanto que a 4 °C a luteina
diminuiu com o passar do tempo.

Os efeitos da estocagem sob luz foram estudados por Kopas-Lane e Warthesen
(1995) que relataram ter havido perda de 25% na concentracdo de luteina quando
espinafre foi armazenado sob luz durante 8 dias. Ndo foram observadas alteracdes na
concentracgdo de luteina quando o espinafre foi estocado no escuro.

Entretanto, a luz ndo afeta a concentragdo da luteina da mesma maneira em
todos os vegetais. Kopas-Lane e Warthesen (1995) relataram que ndo houve influéncia
da luz durante a estocagem de cenouras. A diferenca de comportamento da luteina em
diferentes vegetais pode ser devida a presenga de clorofila, que sensitizada pela luz
induz a producio de espécies reativas de oxigénio.

Em relagdo a isomerizacdo, Tang e Chen (2000) observaram diminui¢do da
concentracdo de all-frans-luteina e aumento de 13-cis e 9-cis luteina durante estocagem
em temperaturas entre 4 e 45 °C durante 12 semanas de cenoura liofilizada.

Durante o processo de fermentacdo utilizado em alguns alimentos ocorre
diminuicdo do pH, o que ndo afetou a concentracio de luteina (MINGUEZ-
MOSQUERA e GALLARDO-GUERRERO, 1995). O processo de extrusdo também
afeta as concentragdes de luteina. Ervilhas verdes submetidas a extrusio em
temperaturas de 90, 100 e 120 °C sofreram reducdo nas concentra¢des de luteina
(GRELA et al., 1999).

Em suma, os principais fatores que afetam a estabilidade da luteina sdo a luz e o
oxigénio. O tratamento térmico apresenta importdncia nos produtos in natura, onde

apos a aplicacdo de temperatura elevada, a luteina fica mais disponivel.

2.2.2 Luteina e produtos ldcteos

Até o momento, poucos estudos sobre a adicdo de luteina em produtos lacteos
foram encontrados. Jones et al. (2005) estudaram a estabilidade da luteina durante a
maturacdo de queijo Cheddar. As amostras tinham diferentes concentracdes de luteina:
1,3 e 6 mg/ 28 g (por¢do de queijo), foram acondicionadas em embalagens a vicuo e
maturadas durante 24 dias a 4,5°C, na auséncia de luz. Foram analisados a cor, o pH, a
contagem microbiana, as caracteristicas sensoriais e a estabilidade durante o processo de
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maturacdo. Os atributos de cor a* e b* diferiram significativamente entre as amostras
adicionadas de luteina e o controle, o que ndo foi observado para o atributo L* e para
pH. Em relacdo as caracteristicas sensoriais, os provadores relataram que os queijos
adicionados de luteina apresentaram um sabor amargo, mas ndo diferiram quanto a
textura e aparéncia. A quantifica¢do de luteina durante o periodo de estocagem mostrou
que ndo houve degradagdo de luteina.

Aryana et al. (2006) verificaram a estabilidade da luteina adicionada em iogurte
de morango. Foram adicionadas concentracdes de 0,5; 1,5; e 3,0 mg por 170 g de
iogurte, e os parametros analisados foram pH, sinérese, viscosidade, cor, contagem
microbiana, caracteristicas sensoriais, € quantificacdo da luteina durante 5 semanas a
5°C. Os resultados mostraram que a luteina ndo afetou os parametros anteriormente
descritos. Entretanto houve diminui¢do de aproximadamente 10% da concentragcdo de
luteina durante o periodo de estocagem refrigerada. Essa diminuicdo da luteina foi mais
acentuada principalmente na quinta semana

Em um estudo realizado com cream cheese, Tokusoglu (2008) adicionou 0,5;
0,75; 1,5 e 3,0 mg de luteina para cada por¢do de 170g. De forma semelhante aos
trabalhos citados acima, os pardmetros analisados durante 6 semanas de estocagem
refrigerada foram estabilidade da luteina, pH, sinérese, cor, viscosidade, contagem
microbiana e caracteristicas sensoriais. Os resultados mostraram que as amostras
adicionadas da maior quantidade de luteina apresentaram diferenca significativa em
relacdo ao pardmetro de cor a*. O conteddo de luteina se apresentou inalterado durante
o periodo estudado.

A partir dos estudos citados acima, € possivel afirmar que até o momento nio ha
pesquisas que avaliam a intera¢do entre a luteina e a foto-oxidacdo que ocorre em
produtos lacteos durante estocagem refrigerada na presenca de luz ou em condicdes
similares as encontradas no supermercado em decorréncia da acdo da riboflavina

sensitizada pela luz.

2.2.3 Beneficios a saiide

2.2.3.1 Degeneracdo macular relacionada a idade (DMRI)

A degeneracdo macular relacionada a idade (DMRI) é a degradagdo da porcdo
central da retina, incluindo a macula (NEWCOMB et al., 1992) e é a maior causa de
cegueira irreversivel em idosos (KRINSKY et al., 2003). Estima-se que 1 milhdo e
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seiscentos mil americanos apresentam esta doenga e devido ao aumento da expectativa
de vida da populagao, este nimero possa dobrar nos proximos anos (FINE et al., 2000).
De acordo com o Conselho Brasileiro de Oftalmologia, aproximadamente 10% da
populagdo brasileira entre 65 e 74 anos e 25% acima de 75 anos sofrem com a
degeneracdo macular. Os principais fatores relacionados a incidéncia de DMRI sao: pele
clara e olhos claros; exposicdo excessiva a luz solar; tabagismo e dieta rica em gorduras
(CBO, 2010).

A “mdcula litea” é a drea da retina de méxima acuidade visual. A luteina e a
zeaxantina sdo pigmentos responsdveis pela coloracio deste tecido (KHACHIK et al.,
2002). Estes compostos também estdo presentes em parte da retina, mas a concentracio
na macula é consideravelmente maior (LANDRUM et al., 1999).

Acredita-se que a luteina e a zeaxantina protegem os olhos de duas maneiras.
Uma hipétese € que o a luteina e a zeaxantina filtram e absorvem a luz azul, que é
danosa aos fotoreceptores e ao epitélio da retina (HAM et al.,, 1984). A segunda
hipdtese € que esses carotendides atuam como antioxidantes limitando o estresse
oxidativo do tecido, resultante do metabolismo e da acdo da luz (KHACHIK et al.,,
1997). Um dos danos causados a retina pela acdo da luz € a geracdo de radicais livres,
que levam a oxidacdo dos lipidios presentes nas membranas (HAM et al., 1984). O
aparecimento de produtos da oxidacdo da luteina e da zeaxantina junto a retina sugere
que estes componentes possuem fungdo antioxidante (KHACHIK et al. 1997).

Muitos estudos mostram evidéncias que os pigmentos maculares atenuam o dano
causado pela luz na retina humana (HAEGERSTROM-PORTNOY, 1988).

Estudos, realizados em humanos, sugerem que a ingestdo diaria de luteina e
zeaxantina pode levar ao acimulo destes carotendides na retina, promovendo protecio
contra a degeneragdo macular. Em um estudo prospectivo (HAMMOND et al., 1997),
onze pessoas adicionaram na dieta 60 g/dia de espinafre (o equivalente a 11 mg de
luteina e 0,3 mg de zeaxantina) durante 15 semanas. Oito pessoas apresentaram
aumento no teor de luteina no plasma e na macula, duas pessoas apresentaram aumento
de luteina somente no plasma e uma pessoa nao apresentou alteracdes no teor de luteina
no plasma e na macula. O estudo concluiu que, em geral, a modificacdo da dieta
resultou no aumento da concentragio da luteina e zeaxantina na méacula. Em um estudo

semelhante, Landrum et al. (1997) relataram que a suplementacdo de 30 mg luteina /dia
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durante 140 dias resultou em crescimento dos niveis de luteina no plasma e na macula
do olho humano.

Outros estudos também evidenciaram que a protecdo contra a DMRI pode ser
obtida pela ingestao de luteina. Seddon et al., (1994), relataram que a protecio de DMRI
estava associada com a ingestdo de carotendides especificos. Neste estudo os
voluntdrios que ingeriram maior quantia de carotendides tiveram diminuicao de 43% no
risco de desenvolver DMRI. Os autores entfio investigaram quais carotendides foram
responsaveis por este efeito e encontraram forte associagdo entre a ingestdo de luteina e
zeaxantina e a protecdo contra DMRI. O grupo que consumiu maior quantia de luteina e
zeaxantina (6 mg ao dia) apresentou diminuicdo de 57% no risco de desenvolver DMRI.
Ainda em outro estudo, foi relatado que pacientes que sofriam de DMRI foram
suplementados com 10 mg de luteina por dia, o que resultou em efeitos positivos na
visdo incluindo maior sensibilidade ao contraste e acuidade visual (RICHER et al.,
2004).

Entretanto, um estudo com 8222 pessoas acima de 40 anos ndo verificou relacio
entre luteina/zeaxantina e prevaléncia de DMRI. Neste estudo, altos niveis de luteina e
zeaxantina foram relacionados com reduzidas anormalidade do epitélio pigmentar da
retina (EPR), que sdo sinais da DMRI, e concluiram que as relacdes entre estes
carotentides e a DMRI podem ser influenciadas pela idade e etnia, e requer avaliacdes
separadas em estudos prospectivos (MARES-PERLMAN et al., 2001).

Os beneficios da luteina e zeaxantina, bem como a dose necessdria para
prevengdo da degeneracdo macular permanecem incertos. A Food and Drug
Administration (FDA) conduziu uma revisdo de estudos sobre as evidéncias cientificas
do papel da luteina e zeaxantina na degeneracdo macular e catarata, e concluiu que ha
necessidade de mais estudos e de maior comprovagdo dessas evidéncias (TRUMBO e
ELLWOOD, 2006). Da mesma forma, a legislagdo brasileira ndo considera que o
consumo de luteina esteja relacionado com a diminuicdo e prevengdo de DMRI ou
outras doencgas. Apenas considera que: “a luteina tem ag@o antioxidante e protege as

células contra os radicais livres” (ANVISA, 2008).

2.2.3.2 Catarata
Atualmente, a catarata € uma das principais causas de cegueira reversivel no
mundo e acomete 75% das pessoas com idade acima de 70 anos. Cerca de 350 mil
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brasileiros sdo operados todos os anos em decorréncia da doenca (CBO, 2010). A
catarata ¢ caracterizada pela presenca de opacidade parcial ou completa em um ou
ambos os olhos causada pela precipitacio de proteinas que sofreram foto-oxidacdo
resultando em dificuldades de visdo ou cegueira (BRON et al., 2000). A luteina e a
zeaxantina sdo os dois tnicos carotendides identificados nas lentes do cristalino humano
(YEUM et al., 1995). Embora a concentragdo destes carotendides seja menor nas lentes
do que na mécula, acredita-se que exer¢cam papel similar (MARES-PERLMAN et al.,
2002).

A relacdo entre luteina/zeaxantina e o risco de catarata foi estudada por Chasan-
Taber et al. (1999). Mulheres que ingeriram altas quantidades de luteina e zeaxantina
apresentaram reducdo de 22% no risco de catarata. Mares-Perlman et al. (1995)
observaram que a ingestdo de aproximadamente 0,95 mg por dia de luteina reduziu em
27% a prevaléncia de catarata. Hankinson et al. (1992) reportou que pacientes
submetidos a cirurgia de cataratas apresentavam baixa ingestdo de alimentos ricos em
luteina.

Um estudo duplo-cego envolvendo suplementacdo com luteina (15 mg/dia, 3
vezes por semana durante 2 anos), a-tocoferol (100 mg/dia, 3 vezes por semana durante
dois anos) e placebo em pacientes com catarata mostrou que a performance visual
(acuidade visual e sensibilidade a luz) melhorou no grupo suplementado somente com

luteina (OLMEDILLA et al., 2003).

2.2.3.3 Saude da pele

A exposicdo da pele as numerosas agressdes ambientais pode levar ao
envelhecimento precoce. Destes agentes, nenhum € mais comum que 0s raios
ultravioletas provenientes da luz solar. A defesa primdria imediata contra o dano da pele
€ a capacidade antioxidante da mesma. Entretanto, esse sistema de defesa pode ser
comprometido pela exposi¢do moderada a luz UV (PALOMBO et al., 2007). A luz UV
abrange trés faixas de comprimento de onda: UVC (200 a 280 nm), absorvido pela
camada de ozonio, UVB (280 a 320 nm) e UVA (320 a 400 nm) os quais causam danos
a pele (PEAK e PEAK, 1993 apud SENDER et al, 2004).

Um estudo clinico avaliou a eficacia da luteina e zeaxantina, sob cinco
parametros fisiologicos da pele (lipidios da superficie, hidratacdo, atividade
fotoprotetora, elasticidade da pele e peroxidacdo lipidica da pele) de humanos. Os
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carotendides foram administrados oralmente, topicamente ou em combinagdo (oral e
topico). Os resultados obtidos indicam que a administracdo da combinagdo oral e topica
prové maior grau de protecdo antioxidante (PALOMBO et al., 2007). Estudos também
mostraram que a ingestdo oral de uma mistura de antioxidantes contendo 6 mg de
luteina e 0,3 mg de zeaxantina por dia induz um aumento dos lipidios da superficie da
pele e hidratacdo, enquanto que simultaneamente, reduz a quantia de lipidios oxidados

pela exposicdo a luz UV (MORGANTI et al., 2002 apud PALOMBO et al., 2007).

2.2.3.4 Prevencao de céncer e doengas cardiovasculares

Agentes capazes de reagir e modificar quimicamente o DNA sdo conhecidos
como carcinogénicos potenciais. Assim qualquer substincia que proteja o DNA ou
aumenta a atividade de reparo em caso de danos, possui beneficios a saide (CALVO,
2005).

Estudos conduzidos por Michaud et al. (2000) mostraram que dietas ricas em
carotendides, provenientes de frutas e vegetais, pode reduzir o risco de cancer de
pulm@o. Dorgan et al (1998) relatou que os carotendides P-criptoxantina, licopeno,
luteina e zeaxantina podem proteger contra cancer no seio.

A atividade antioxidante da luteina pode aumentar a resisténcia a oxidacdo do
LDL, contribuindo na prevencao de algumas doencas cardiovasculares (CALVO, 2005).
O possivel efeito da luteina proveniente da dieta na prevencdo de aterosclerose foi

relatado por Dwyer et al. (2000) em modelos epidemiolégicos, in vitro e in vivo.

2.2.4 Atividade antioxidante

Espécies reativas de oxigénio sdo geradas durante o metabolismo aerdbico e
processos patolégicos, danificando moléculas biologicamente importantes como
lipidios, DNA ou proteinas, estando envolvidas na bioquimica de doengas degenerativas
(SIES, 1997). A luteina e a zeaxantina sido efetivos desativadores de moléculas
excitadas eletronicamente (sensitizadores — S*), que estdo envolvidas na geracdo de
radicais livres e de oxigénio singlete ('0,). Desta forma, a estratégia de defesa da
luteina contra as reacdes de foto-oxidagdo baseia-se em mecanismos de desativacdo dos
sensitizadores excitados eletronicamente, de transferéncia de energia onde o 102 retorna

ao estado fundamental, e como filtro a luz azul (YOUNG e LOWE 2001).
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0 '0; é o estado excitado da forma fundamental de oxigénio (oxigénio triplete).
O oxigénio singlete pode ser gerado quando um sensitizador € excitado (por agdo da luz,
por exemplo) ao seu primeiro estado excitado e em seguida, passa ao estado triplete, de

acordo com a equacdo (1) (STAHL e SIES, 1993):

S!Sk 38 * (1)

Em sistemas bioldgicos, sensitizadores incluem porfirinas, clorofilas, bilirrubina
e riboflavina (STAHL e SIES, 1993). O estado triplete do sensitizador pode iniciar as
reacdes de foto-oxidacdo do tipo I e II. A reag@o do tipo I envolve a abstracdo de elétron
ou hidrogénio, resultando na producio de espécies radicais, enquanto que na reagao tipo
II, o sensitizador triplete transfere elétrons diretamente com o oxigénio estdvel para

formar 0 'O, (BRADLEY e MIN, 1992):

3,30, - S+'0, 2)

A inativacdo do oxigénio singlete ocorre por via fisica ou quimica. A via fisica
envolve transferéncia de energia do '0, para o carotendide, resultando em oxigénio
fundamental e carotendide em estado excitado triplete (Car*). A energia € dissipada
entre o carotendide excitado e o solvente envolvente produzindo carotendide estavel no
estado fundamental e energia térmica. Neste processo, o carotendide fica intacto, e pode
participar repetidamente da inativa¢do de oxigénio singlete. Ao contrdrio do processo
fisico, a via quimica € pouco importante para carotendides, contribuindo com menos de
0,05% da inativacdo do oxigénio singlete, entretanto, resulta em produtos de oxidacdo
(STAHL e SIES, 2003).

Os carotendides também seqiiestram, de forma eficiente, radicais perdxido,
especialmente a baixa pressdo de oxigénio, contribuindo para defesa contra oxidacdo
lipidica (BURTON e INGOLD, 1985).

A atividade antioxidante depende da concentracdo de oxigénio, estrutura
quimica dos carotendides, e presenca de outros antioxidantes (KRINSKY, 1993). Na
maioria das frutas, vegetais e flores, os carotendides oxigenados estdo presentes na
forma esterificada com acidos graxos. Subagio e Morita (2001) avaliaram a atividade

antioxidante de luteina e ésteres de luteina e concluiram que a esterificacdo dos grupos
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OH com é4cidos graxos ndo afetou a atividade antioxidante da luteina. Além disso, outro
estudo relatou que a esterificagdo da luteina, promoveu estabilidade contra calor e luz

UV (SUBAGIO et al., 1999).

3. Iogurte

O iogurte € definido como produto resultante da fermentacéo do leite viabilizada
pela cultura inicial mista composta por Streptococcus salivarius subsp thermophilus e
do Lactobacillus delbruechii subsp bulgaricus. Caracteriza-se por ser um gel viscoso e
por apresentar sabor caracteristico (TAMIME e DEETH, 1980). Além disso, o iogurte
tem composicdo similar ao do leite com o qual foi elaborado constituindo-se em fonte
de proteinas, célcio, fésforo, magnésio, zinco e de vitaminas B; e Bj».

O sabor caracteristico do iogurte é resultante da acdo simbidtica das culturas
lacteas, as quais levam a produgéo de 4cido latico, acetaldeido, diacetil, dcido acético
dentre outras substincias volateis. O Streptococcus thermophilus promove o
crescimento do Lactobacillus bulgaricus, o qual remove o oxigénio e promove
liberagdo de substincias estimulantes para o Streptococcus, como glicina e histidina
provenientes da degradacdo das proteinas do leite (TAMIME e ROBINSON, 1999).

O processo bioquimico que promove acidez no iogurte é associado ao
desenvolvimento de aroma e sabor. O pH usual para o iogurte é de 4,2 a 4,4. Os
componentes caracteristicos do sabor do iogurte incluem acetaldeido, acetona, acetoina
e diacetil (TAMIME e ROBINSON, 1999).

Os produtos lacteos sdo sensiveis a foto-oxidacdo devido a presenca de
riboflavina (vitamina B;) que é forte sensitizador e € capaz de absorver luz e emitir
fluorescéncia (emiss@o mixima em aproximadamente 525 nm), e transferir essa energia
para formar espécies altamente reativas de oxigénio, como o oxigénio singlete e radicais
livres. Isso pode induzir uma cascata de reagcdes de oxidacdo, levando ao final, a perdas
significativas de nutrientes valiosos, como as vitaminas e aminodcidos; a oxidacdo
lipidica, a descoloracdo, assim como a formagdo de off-flavors (BORLE et al., 2001).

A riboflavina € essencial ao crescimento e desenvolvimento do organismo,
produg@o e controle de determinador hormoénios, e formagdo de células vermelhas do
sangue (AJAYI et al., 1993). A riboflavina ocupa importante posi¢cdo no metabolismo
de carboidratos, lipidios e proteinas e € crucial para a producdo de energia no sistema de
transporte de elétrons. Também € necessdria para a manutencdo da boa visdo, pele,
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cabelo e unhas. A deficiéncia geralmente se manifesta na pele e em mucosas,
particularmente por lesdes nos ldbios (KIRSCHMANN, 1996). A riboflavina é
relativamente estdvel ao tratamento térmico, mas bastante sensivel a acfo da luz

(LASSEN et al., 2002).

4. Mecanismo de Foto-oxidaciao

A luz tem efeito direto nas moléculas que a absorvem. Estas moléculas sdo
primeiramente excitadas e em seguida promovem reacdes fotoquimicas, que podem ser
diretas (isomerizacdo, rearranjos, dissociacdo) ou indiretas (transferéncia de energia
para outras moléculas, particularmente o oxigénio). Nos alimentos, a maioria das
fragdes lipidicas, protéicas e agiicares ndo absorvem luz na regido visivel do espectro,
mas sdo sensiveis a formas excitadas de oxigénio. Algumas moléculas que absorvem
luz, como a riboflavina no leite, atuam como fotossensitizadoras pela transferéncia de
energia absorvida da luz para formas altamente reativas de oxigénio (SKIBSTED,
2000).

O espectro de emissdo de luz solar abrange a faixa de radiacdo de comprimento
de onda variando entre 300 e 800 nm. Dentro desta faixa, a luz visivel abrange
comprimentos de onda de 380 a 780 nm e a luz ultravioleta, de maior energia, apresenta
comprimentos de onda de 200 a 380 nm, sendo classificado como UV-B de 280 a 315
nm, ¢ UV-A de 315 A 380 nm. A luz visivel com comprimentos de onda entre 420 e
520 nm € a maior causadora de problemas de degradag¢do em produtos lacteos (ALVES
e JAIME, 20006).

A riboflavina possui trés faixas caracteristicas de absorcdo de luz. A primeira (ao
redor de 250 nm) ndo € critica para a deteriora¢do do produto, uma vez que é pequena a
emissdo de luz solar ou fluorescente abaixo de 300 nm. A segunda faixa de absorcdo
(em torno de 380 nm) pode ou nao interferir dependendo da absor¢do pelo material de
embalagem. A terceira faixa de absorcdo é considerada a mais critica, uma vez que se
encontra na regido de luz visivel emitida também por luz fluorescente presente em
grande parte dos estabelecimentos comerciais, € que favorece a ocorréncia de reagdes de
foto-oxidagdo (ao redor de 450 nm), a qual favorece degradacdo (ALVES e JAIME,
2006).

Agindo como fotossensitizadora, a riboflavina absorve energia proveniente da
luz e transfere a outras moléculas, como o oxigénio dissolvido no leite. Como um
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receptor de energia, o oxigénio que inicialmente estd em estado estdvel (estado triplete)
€ excitado e convertido ao oxigénio singlete, altamente reativo (reacdo fotoquimica tipo
ID). A riboflavina pode ser transformada em sua forma reduzida pela oxidacdo de
substrato e pode reagir com oxigénio triplete para formar radicais livres (reacdo tipo I)
(Figura 2). O caréter eletrofilico do oxigénio singlete explica as rea¢des de adicdo com
todas as espécies quimicas caracterizadas por duplas ligacdes, como por exemplo,
lipidios insaturados, riboflavina (TOYOSAKI e HAYASHI, 1993), vitamina D (LI e
MIN, 1998), tiamina, acido ascérbico, glicose (SILVA et al., 1999), 4cido f6lico, assim
como componentes sulfurados como a metionina. A foto-oxidacdo do dcido ascérbico
por meio da sensitizag@o da riboflavina pode ser afetada por alguns aminoécidos (JUNG
et al., 1998), particularmente o triptofano (SILVA, 1992) e tirosina (SILVA e GODOY,
1994). Geralmente, a reacdo do oxigénio singlete com proteinas sulfuradas e
aminoacidos ¢é capaz de produzir componentes sulfurados volateis como o

dimetilsulfeto. Este composto é considerado o agente responsdvel pelo off-flavor

caracteristico do leite exposto a luz (JUNG et al., 1998).

302 A .
Rf + hv —= 'Rff —=3Rf* —= Rf +'0,.

"~ RI+RH'* RH+R
304 %0, inH'

Rf+0,~  2Rf +H,0,

Figura 2. Representacdo esquematica das espécies reativas formadas a partir da
sensitizagdo da riboflavina (MONTENEGRO et al., 2007).

Sabe-se que os carotendides atuam de forma eficiente como antioxidantes, e que
estdo presentes no leite em quantias que variam de acordo com a dieta do animal.
Cardoso et al, (2007) estudaram o mecanismo de desativacdo da riboflavina excitada
por ascorbato, carotendides e tocoferdis em sistemas modelo. Os resultados mostraram

que o P-caroteno, o licopeno e a crocina ndo inativaram o estado excitado da
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riboflavina. Entretanto, os carotendides diminuiram a formacéo da riboflavina no estado

triplete por atuarem como filtro & luz azul.

4.1 Avaliagao do foto-oxidacdo em produtos lacteos

Durante o periodo de permanéncia nos supermercados, os produtos lacteos
geralmente ficam expostos a acdo de luz, o que pode afetar a qualidade destes produtos,
especialmente quando acondicionados em embalagens transparentes. Ainda hd poucos
métodos eficientes e confidveis disponiveis para a avaliacdo de oxidagdo induzida por
luz nestes produtos. Kristensen et al. (2000) sugerem que um dos possiveis indicadores
de foto-oxidagdo é dada pela reducdo da RBF como resultado da foto-degradacao.

A RBF ¢ altamente fluorescente (com emissdo maxima ao redor de 525 nm)
assim como os produtos gerados em sua foto-degradag@o, lumicromo e lumiflavina, os
quais apresentam emissdo maxima na regido de 444 a 479 nm e 516 a 522 nm
respectivamente (FOX e THAYER, 1998).

Em vista da capacidade da RBF emitir fluorescéncia, uma das maneiras de
avaliar a ocorréncia de foto-oxidacdo em produtos lacteos € tradicionalmente descrita
pelo método padrdao da AOAC (2006). Este ¢ um método fluorimétrico de determinacao
de RBF genérico para todos os tipos alimentos e envolve diversas etapas de extracio
com solventes organicos, processo de autoclavagem e purificacdo das amostras antes
das medidas fluorimétricas, tornando o método trabalhoso e dispendioso. A
espectroscopia de fluorescéncia é um método rdpido, ndo destrutivo, com alta
sensibilidade e especificidade, cada vez mais utilizado para andlise em alimentos e que
aparece como alternativa pratica e rdpida para avaliar os efeitos da foto-oxidacdo em
produtos lacteos (ANDERSEN et al. 2005, BECKER et al., 2003; WOLD et al., 2006).
Wold e colaboradores (2002) utilizaram a técnica de front-face para avaliar a foto-
oxidacdo em vdrios produtos lacteos. Este método também tem sido aplicado em alguns
estudos para verificar alteracdes estruturais nas proteinas do leite durante tratamento
térmico (DUFOUR e RIAUBLANC, 1997) e maturagdo de queijos (KAROUI et al.,
2003, 20006).

Zandomeneghi et al. (2007) propds um método bioquimico e fluorimétrico para
determinag¢do de RBF em leite, em que associa o uso da técnica de front-face com a
capacidade da apo-proteina ligante de RBF (RBPO) proveniente da albumina do ovo de
se ligar a RBF diminuindo assim, a intensidade de fluorescéncia emitida. A diminuicdo
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da fluorescéncia € atribuida a sobreposi¢@o do anel isoaloxazina da RBF com Trp 156 e
Tyr 75 dos anéis aromaticos da RBP, estrategicamente presente no sitio com mais
quatro triptofanos adicionais. O uso de front-face é devido a opacidade da amostra que
ndo permite o uso da técnica de dngulo reto. Os autores titularam a RBF presente no
leite pela adicdo gradual de solucdo de RBPO na amostra de leite. A cada adi¢do eram
realizadas medidas de fluorescéncia e desta forma foi possivel quantificar a RBF. Este
método foi otimizado e validado para a determinagdao de RBF em iogurte, de acordo
com as recomendacdes da [UPAC (THOMPSON, 1999, 2002) e do ICH (1996) por
Domingos et al. (2010) (Resultados ainda ndo publicados).

4.2 Fatores que influenciam a fotossensitividade de produtos ldcteos

Virias condi¢cdes devem ser cumpridas para proteger os alimentos
suficientemente contra a foto-oxidag¢do. Dentre elas, as condicdes de estocagem, o
espectro de emissdo da fonte de luz utilizada, o espectro de transmissdo, assim como a
permeabilidade ao oxigénio da embalagem (BORLE et al., 2001).

A luz fluorescente é comumente utilizada em supermercados para expor
produtos licteos e seu espectro prové boas condigdes para absor¢do de luz pela
riboflavina (VITERI et al., 2003). A distribui¢do das formas reativas de oxigé€nio
formadas pela sensitizagdo da riboflavina depende da disponibilidade de oxigénio, da
concentracdo de riboflavina e outras substincias oxidantes ou inativadoras (CHOE et
al., 2005).

A embalagem pode prevenir diretamente o desenvolvimento de off-flavor,
protegendo o contetido contra a a¢do de luz e oxigénio (VASSILA et al, 2002). As
embalagens plasticas tém sido utilizadas no lugar de garrafas de vidro e cartonadas
(DEFOSSE, 2000). Os problemas com todos os tipos de embalagens plasticas incluem
transmissdo de luz e permeabilidade ao oxigénio (RYSSTAD et al., 1998). Garrafas de
PET e PEAD coextrusado tem sido utilizadas como embalagem para leite pasteurizado.
O PET tem excelentes propriedades mecanicas, € boa barreira ao oxigénio e reduz os
efeitos adversos da luz. As embalagens de PEAD monocamada e multicamadas
apresentam maior espessura que as garrafas PET, e s@o bastantes praticas (CLADMAN
et al., 1998).

A influéncia de embalagens de polipropileno (PP) ou poliestireno (PS) nas
caracteristicas sensoriais de iogurte aromatizado batido com 0% ou 4% de gordura foi
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estudada durante estocagem a 4 °C durante 28 dias. Durante o estocagem, o iogurte com
0% de gordura acondicionado em embalagem de vidro (controle) apresentou baixo
decréscimo de aroma caracteristico, em relacdo aos iogurtes acondicionados em PP e
PS. Entretanto, a embalagem de PS apresentou menor perda de aroma, em relacio a de
PP (SAINT-EVE et al., 2008).

Leite UHT armazenado em embalagens de polietileno a 6 °C sob luz de 36 W
apresentou oxidacdo ap6s 4 semanas, enquanto que no leite acondicionado em
embalagem cartonada, a oxidag¢do ocorreu apds 8 semanas; e o leite em embalagem
cartonada com folha de aluminio néo foi oxidado (RYSSTAD et al., 1998). Analises de
componentes volateis encontrados no headspace de leite exposto a luz fluorescente apds
12, 24 e 48 horas mostraram aumento na concentracdo de metional, hexanal, pentanal e
dimetilsulfeto, o que estd diretamente relacionado com a quantia de oxigénio disponivel
e exposicdo a luz (KIM e MORR, 1996). Creme acondicionado em copos de
polipropileno ou poliestireno com tampa de aluminio ou polipropileno armazenado sob
950 lux, durante 3 semanas, ndo obteve aceitacdo sensorial apés 3 a 6 dias
(SPENGLER, 1997 apud BORLE et al., 2001).

O polipropileno é uma poliolefina obtida pela isomerizacio do propileno. E um
polimero linear com praticamente nenhuma insaturacdo. O polipropileno apresenta
densidade especifica na ordem de 0,9 g/cm3, boa barreira ao vapor d’4dgua, baixa
barreira aos gases (inferior a do polietileno), boa resisténcia aos dleos e gorduras, boa
estabilidade térmica e ndo é suscetivel ao fissuramento sob tensdo. Desta forma, as
propriedades que determinam a aplicagio do PP em embalagens flexiveis sdo
transparéncia, rigidez, resisténcia aos 6leos e gorduras e baixa permeabilidade ao vapor

de dgua (SARANTOPOULOS, 2002).

5. CONCLUSAO

Os seres humanos ndo sintetizam luteina e para isso se faz necessario uma dieta
balanceada com alimentos ricos neste composto. Produtos lacteos adicionados de
luteina seriam uma opcao sauddvel para complementar o consumo de alimentos fonte
deste carotendide (como couve, ricula, brécolis, dentre outros). Entretanto, os produtos
lacteos sdo sensiveis a acdo da luz devido a presenca da riboflavina. Desta forma, é
importante avaliar a fotoxidag@o de produtos lacteos enriquecidos com luteina e o papel
protetor da embalagem frente a acdo da luz e oxigénio.
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CAPITULO I

VALIDACAO DE METODO ESPECTROFLUORIMETRICO PARA
DETERMINACAO DE RIBOFLAVINA EM IOGURTE.
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VALIDACAO DE METODO ESPECTROFLUORIMETRICO PARA
DETERMINACAO DE RIBOFLAVINA EM IOGURTE

RESUMO

O uso da titulagdo espectrofluorimétrica de riboflavina (RBF) utilizando proteina
ligante de riboflavina (RBPO) como titulante, para determinagdo de RBF em leite foi
otimizado e validado para iogurte. As determinacdes de RBF foram realizadas com
acessoOrio para medidas em front-face, em um angulo de 27°. A seletividade do método
foi determinada pela adicdo de padrio de RBF no iogurte e em dgua. As curvas
apresentaram-se paralelas com inclinagdes de 1,001 + 0,007 e 1,00 + 0,03 para as
titulacdes de RBF em 4gua e em iogurte, e os limites de detec¢do e quantificagdo foram
0,0558 pg e 0,1691 pg. respectivamente. A repetitividade, estimada pelo desvio padrio
relativo, foi de 4,0%. A exatiddo foi de 99 + 2 %, e os experimentos de robustez
mostraram que o método é efetivo mesmo quando o produto foi analisado apés 30 dias
de estocagem, em iogurtes produzidos em dias diferentes, com diferentes massas de

iogurte, com e sem adicdo de dgua.

Palavras-chave: riboflavina, iogurte, front-face, fluorescéncia.
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SUMMARY

A spectrofluorimetric titration method for the determination of riboflavin (RBF)
in yogurt, using apo-riboflavin-binding protein as titrant and an accessory for front-face
measurement at an incidence angle of the excitation beam at 27°, was validated. The
selectivity was determined by RBF addition to yogurt and to water. Both straight lines
were parallel with slopes equal to 1.001 + 0.007 for water and 1.00 = 0.03 for yogurt.
The detection and quantification limits were 0.0558 pg and 0.1691 pg, respectively.
Repeatability estimated by the relative standard deviation was 4.0 %. The accuracy was
(99 £ 2) % and the experiments for robustness showed that the RBF values are equal
after 30-days storage, for yogurt produced on different days, with different quantities of
yogurt added to water and to yogurt with no added water. The results show that the

determination of RBF by spectrofluorimetric titration is applicable for yogurt.

Key-words: riboflavin, yogurt, front-face, fluorescence.
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1. INTRODUCAO

A foto-oxidacdo em produtos lacteos ocorre na presencga de luz, oxigénio e um
fotossensitizador como a riboflavina (RBF). A vitamina absorve luz na regido do visivel
e atua como fotossensitizador, o que envolve formagdo de oxigénio singlete e/ou
formac@o de radical livre levando a degradac@o de lipidios e proteinas (Skibsted, 2000).
Tanto a luz, quanto o oxigénio podem induzir a degradacdo de RBF (Sattar et al., 1975,
Skibsted, 2000). Este processo de deterioragdo oxidativa pode levar a descoloracdo,
formacdo de off-flavors e perda de nutrientes (Skibsted, 2000; Cristensen et al., 2003).
Portanto, o tipo de embalagem € essencial para prote¢do do produto contra a acdo da luz
e do oxigénio.

A espectroscopia de fluorescéncia é um método rapido, ndo destrutivo, com alta
sensibilidade e especificidade, cada vez mais utilizado na andlise em alimentos. Este
método tem sido aplicado em alguns estudos para verificar alteracdes estruturais nas
proteinas do leite durante tratamento térmico (Dufour e Riaublanc, 1997), maturagéo de
queijos (Karoui et al., 2003. Karoui et al., 2006), e principalmente foto-oxidacdo de
produtos lacteos (Andersen et al. 2005, Becker et al., 2003; Wold et al., 2006). Wold e
colaboradores (2002) utilizaram a técnica de front-face para avaliar a foto-oxidacdo em
vérios produtos licteos.

A riboflavina pode ser determinada de acordo com o método padrdo descrito
pela AOAC (2006), o qual envolve diversas etapas de extracdo com solventes
organicos, processo de autoclavagem e purificacdo das amostras antes das medidas
fluorimétricas, tornando o método caro e trabalhoso.

Zandomeneghi et al. (2007) propdem um método bioquimico e fluorimétrico
para determinacdo de RBF em leite, em que associam o uso da técnica de front-face
com a capacidade da apo-proteina ligante de RBF (RBPO) de se ligar a RBF,
diminuindo assim, a intensidade de fluorescéncia emitida. Os autores titularam a RBF
presente no leite pela adi¢do gradual de solucdo de RBPO.

A técnica de front-face € util na andlise de amostras opacas, como os produtos
l4acteos, onde ndo é possivel o uso de angulo reto. O presente trabalho tem como
objetivo otimizar e validar um método espectrofluorimétrico, baseado no trabalho de

Zandomeneghi, ef al. (2007), para a determina¢do de RBF em iogurte. Para a validacdo
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do método, os parametros avaliados foram seletividade, linearidade, limite de deteccdo e

de quantificagdo, precisdo, exatiddo e robustez.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Reagentes

Riboflavina (RBF) (Sigma R9504, > 99% pureza) e riboflavin binding protein
(RBPO), (forma apo, Sigma R8628) foram fornecidas pela Sigma Chemical Company
(St. Louis, MO, USA). O leite em pd desnatado Molico® (Nestlé, Aracatuba, SP -
Brasil) foi comprado em supermercado da cidade de Campinas (SP - Brasil), sendo todo
do mesmo lote (9179046032) e em quantidade suficiente para desenvolver a pesquisa. A
cultura lactea mista liofilizada de Streptococcus thermophilus e Lactobacillus
bulgaricus (YO-MIX 505 LYO 200®) foi fornecida pela Danisco, (Cotia, SP, Brasil). A
dgua utilizada nos experimentos foi inicialmente bi-destilada e em seguida deionizada

(Millipore).

2.2. Producao de iogurte

O iogurte foi produzido a partir de leite desnatado em pé Molico® reconstituido
a 10% de solidos totais, e adicionado de 2,5% de cultura lactea mista liofilizada de
Streptococcus thermophilus e Lactobacillus bulgaricus ativada previamente. O leite
adicionado de cultura foi distribuido em copos plasticos que foram selados com selos
metdlicos por termo indugdo, e em seguida, foi incubado a 45°C até atingir pH 4,8,

quando foi resfriado em banho de gelo, e acondicionado a 5°C para posterior utilizacéo.

2.3. Procedimentos para a validacao do método

O espectrofluorimetro (Varian Cary Eclipse, Palo Alto, CA, USA) foi equipado
com acessorio (Varian Accessory Solid Sample, Melbourne, Australia) capaz de regular
a inclinacdo do angulo de posicionamento da amostra para permitir medidas em front-
face, a fim de minimizar a radiag¢do que reflete e se espalha durante a incidéncia da luz
na amostra. Verificaram-se dngulos que variaram de 20° a 31°, sendo o melhor angulo
de 27° em relagdo a luz incidente.

Os espectros foram medidos em cubetas de quartzo (1 x 1 cm), as fendas de
excitacdo e emissdo foram iguais (10 nm), o tempo de integracdo foi 0,5 s e o
incremento no comprimento de onda do espectro de varredura foi de 1 nm. A emissdo
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foi medida entre 480 nm e 700 nm, com excitacdio da amostra a 450 nm. Os
experimentos de titulacio da RBF foram efetuados pela adicdo de aliquotas de 10 a 15
ML de RBPO na amostra a fim de suprimir gradualmente a fluorescéncia. Apds cada
adi¢do, a cubeta foi agitada vagarosamente em vortex durante 30 segundos, e em
seguida se mediu a emissdo. Aproximadamente de 15 a 20 adi¢des foram necessarias
em cada experimento. Todas as titulacdes foram realizadas em triplicata.

O método espectrofluorimétrico para a quantificacio de RBF em iogurte foi
validado segundo as recomendagdes da I[UPAC — International Union of Pure and
Applied Chemistry (Thompson et al.,2002) e da ICH — International Conference of
Harmonization (1996). Todas as medidas foram realizadas em triplicata.

Foram avaliados a seletividade, linearidade, faixa de aplicacdo, limite de
detecgdo, limite de quantificagdo, precisdo, exatiddo e robustez. As figuras foram
obtidas utilizando-se o programa Origin 8.0° (OriginLab Corp., Northampton, MA,
USA).

2.3.1. Determinacao da equivaléncia entre RBF e RBPO

Massas conhecidas de RBF e RBPO (0,17 mg e 1,0057 mg, respectivamente)
foram medidas em microbalancga AD6® (Perkin Elmer, cidade, estado, USA) e
dissolvidas em 250 mL e 2,4 mL de dgua, respectivamente. 1,2 mL da solu¢do aquosa
de RBF foi adicionada na cubeta de quartzo e titulada espectrofotometricamente com a

solu¢do de RBPO.

2.3.2. Determinacdo da massa de RBF no leite Molico®

Como nao hd material de referéncia certificado para riboflavina em leite, foi
utilizado o método denominado “surrogate recovery” (Thompson et al., 1999), similar
ao método de adicdo de padrio, para a determinacdo da massa de RBF no leite em p6
Molico®. Foi adicionada uma massa conhecida de RBF ao leite em p6 antes da adigdo
de dgua de modo que a quantia de RBF adicionada fosse 50% superior a encontrada no
leite sem adi¢do de RBF. Titulou-se a RBF no leite liquido com e sem a adi¢do de RBF.
O volume de leite na cubeta foi de 300 pL acrescido de 100 pL de dgua. A equagdo

utilizada foi:

RBFtotal,titulado = RBFadicionado + RBF leite (1)
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Onde RBFql, tiwiado € @ concentragdo de RBF (massa RBF/g Leite), obtida na
titulacdo da amostra adicionada de RBF; RBF,gicionado € a concentracio de RBF
adicionada ao leite e RBF ;. € a concentragdo de RBF no leite sem adi¢do de RBF.

A concentracdo de RBF no leite, calculada pela equacdo (1), foi comparada com
o valor obtido na titulagdo do leite sem adicdo de RBF, pela determinag@o do grau de

recuperagdo R, obtido pela equagéo (2) (Thompson et al., 2002):

R = Cobs )
cref

Onde Cs € a concentragdo do leite obtida na titulacdo sem adi¢do de RBF e Cir

¢ a concentragdo de RBF, obtida pela aplicagdo da equacao (1).

2.3.3. Avaliagdo de seletividade, linearidade, precisdo, exatiddo e robustez
A seletividade foi avaliada pelo método de adi¢do de padrao (RBF) no iogurte.
Foi construida uma curva analitica da titulacdo de RBF no iogurte preparado pela adicao
de quantidades conhecidas de RBF no iogurte, medidas em balangca AE 200® (Mettler
Toledo, Zurique, Suica), a qual foi comparada com a curva analitica da titulacdo das
mesmas quantidades de RBF em dgua. Os experimentos foram realizados em triplicata e
as massas de RBF adicionadas foram de 10%, 20%, 30%, 40%, 50% e 60% acima do
valor de RBF do iogurte sem a adicdo de padrio. Em todas estas porcentagens, o
volume de dgua adicionada a cubeta apds a pesagem do iogurte foi de 400 pL Para as
titulacdes do iogurte, as massas nas cubetas foram de 0,6 g (para as amostras com 10%
e 20% de RBF), 0,5 g (para as amostras com 20% e 30% de RBF) e 0,4 g (para as
amostras com 40%, 50% e 60% de RBF adicionada). Nas titulacdes das solugcdes de
RBF e 4dgua, os volumes de solugdo foram de 1000 pL (solugdo 10%), 500 pL (solugdes
20% e 30%), 250 pL (solucdes 40% e 50%) e 200 uL (solugdo 60%). Para as solucdes
de 20% de RBF em diante, adicionou-se dgua até completar o volume de 1000 pL.
Os limites de detec¢do (LD) e quantificagdo (LQ) foram avaliados pela titulacio
de RBF em solugdes de iogurte que consistiam em massas que variaram de 0,1 a 0,6 g,
adicionadas cada uma de 400 pL de dgua. O LD do método foi obtido pela equagio (3)
(ICH, 1996):
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N
LD =33x— (3
5 3

Onde S ¢ a inclinacdo da reta obtida a partir da titulacio e s é o desvio padréo da
intersecdo da curva analitica construida a partir da titulacio das amostras. Para

determinac¢ao do L.Q foi utilizada a equacio (4) (ICH, 1996):
s
LO =10 XE 4)

A precisdo foi determinada por meio da repetitividade e precisdo intermedidria.
A repetitividade foi calculada por nove determinacdes (com 3 repeti¢des cada)
contemplando o intervalo linear do método, isto é, trés concentragdes (alta, média e
baixa correspondentes a 0,6; 0,3 e 0,1 g de iogurte, respectivamente, medidos na cubeta)
(ICH 1996). Para estes célculos foram utilizados os resultados dos experimentos do
limite de detec¢éo e quantificagéo.

A precisdo intermedidria foi verificada pela concordancia entre os resultados do
mesmo laboratério, obtidos em dias diferentes (ICH 1996). Foram feitas duas
determinagdes em cinco dias diferentes do mesmo iogurte. As massas de iogurte
medidas nas cubetas foram de 0,3 mg adicionadas de 400 pl. de dgua Por fim, a

precisdo do método foi expressa por meio do desvio padrao relativo DPR:

DPR = ——x100 % (5)
X

m

Onde, s € a estimativa do desvio padrdo e X, ¢ a média aritimética do nimero de
repetigdes.

A exatiddo foi calculada de acordo com (ICH, 1996):

. concentracdo média exp erimental
Exatiddo = (o medid °xp x100 % (6)
concentracdo tedrica esperada
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Para avaliar a robustez, foram realizadas andlises de iogurtes produzidos em
diferentes dias, e acondicionados por diferentes periodos de tempo e utilizando-se
massas diferentes de iogurte. Para isto as massas variaram de 0,1 a 0,6 g, as quais
tiveram 400 pL de dgua adicionada. Também foram realizadas titulagdes de iogurte sem

adi¢do de dgua. Neste caso utilizou-se uma massa de iogurte igual a 0,4 g.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Titulacdo espectrofluorimétrica de RBF por RBPO

A Figura 1 mostra a sequéncia de espectros durante a titulacdo
espectrofluorimétrica de RBF com aliquotas crescentes de solugio de RBPO. E possivel
observar que a intensidade da emissdo a 525 nm decresce proporcionalmente com a
quantidade de RBPO adicionada. A emissdo tende a permanecer constante proxima do
ponto final. A Figura 2 apresenta curva de titulagdo de iogurte com solu¢do de RBPO.
Os resultados obtidos indicam que a emissdo de fluorescéncia variou linearmente antes
e apds o ponto final da titulagdo. Nesta figura, a linha s representa a fluorescéncia da
RBF em decaimento acentuado com adicdo de RBPO, enquanto que p representa um
decaimento mais sutil apds o ponto final da titulagdo com RBF, quando o excesso de
RBPO comeca a se ligar outras substincias fluorescentes com menor afinidade pela
RBPO, tais como flavina mononucleotideo (FMN) e flavina adenina dinucleotideo

(FAD) (Vifias et al., 2004).

3.2. Equivaléncia entre RBF e RBPO

A equivaléncia nominal indicada no rétulo do produto comprado da Sigma ¢é
1,00 mg RBPO para 10,0 pg de RBF. No entanto, ao se utilizar esta equivaléncia, a
inclinag@o da reta obtida pela titulacdo de massas conhecidas e crescentes de RBF com
RBPO em 4gua (figura ndo mostrada) foi 1,1286. Se esta equivaléncia fosse real a
inclinag@o deveria ser unitdria. Desta forma, as equivaléncias foram alteradas para 9,46
e 9,025 pug de RBF, e as novas inclina¢des foram 1,06938 e 1,02007, respectivamente.
A partir dos trés valores de inclinagdo e equivaléncia construiu-se um grafico da
inclinacdo versus equivaléncia. O gréifico foi linear (Figura 3) e para uma inclinagdo
unitaria calculou-se a equivaléncia. O valor obtido foi 1,00 mg RBPO para 8,84 + 0,014

png de RBF. Esta equivaléncia foi utilizada em todos os experimentos de validacdo. O
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desvio no valor da equivaléncia foi calculado utilizando a propagacdo de erros dos

desvios padrdes da inclinacdo e da intercessdo da Figura 3.

3.3. Massa de RBF no leite Molico®

A massa obtida experimentalmente de RBF no leite em p6 desnatado Molico®
foi 2,334 + 0,028 pg e 2,24 + 0,05 pg por grama para titulagdo de leite com e sem
adi¢do de RBF respectivamente. O grau de recuperagdo calculado pela propagacdo de
erros dos desvios padrdes de 0,028 e 0,05 foi de 0,96 + 0,02. Este resultado indicou que
ndo hd outras substincias no leite em pé Molico® competindo com a RBF e que o
método utilizado foi eficaz. O teor de RBF em leite desnatado, encontrado na literatura
(Fox & McSweeney, 1998), € de 1,8 pg de RBF por grama de leite fluido desnatado De
acordo com estes autores, a concentragdo de RBF no leite € influenciada principalmente
pela raca e alimentacdo do animal, sendo pouco afetada por processos tecnoldgicos
como o tratamento térmico. Entretanto, o composto € bastante sensivel a acdo da luz
(principalmente em comprimentos de onda ao redor de 450 nm), podendo apresentar
grandes perdas dependendo da intensidade da luz a que o produto foi exposto, distancia
da fonte luminosa e principalmente material de embalagem. Desta forma, é possivel
afirmar que a diferenca entre o valor de RBF encontrado na literatura e aqueles obtidos
experimentalmente estdo dentro de limites aceitdveis, em funcdo da variacdo na origem
do leite, tipo de alimentacio dos animais e as condi¢des de processamento e estocagem

do produto final.

3.4. Seletividade e linearidade

Na Figura 4 foi colocado como varidvel dependente a massa de RBF obtida na
titulagdo com RBPO e como varidvel independente a massa medida na balanga. As
inclinacdes das retas da Figura 4 foram 1,001 £ 0,007 e 1,00 * 0,03 para as titulagdes de
RBF em dgua e em iogurte, respectivamente. Estes resultados indicam que ndo ha
interferéncia de outras substancias presentes durante a titulacdo. Portanto, pode ser
concluido que o método € seletivo. As interse¢des das retas foram 0,008 + 0,007 e 2,21
+ 0,02 ug RBF/g de produto (4gua ou iogurte) para as titulacdes de RBF em dgua e em
iogurte, respectivamente. A intersecdo da reta de RBF em dgua corresponde ao valor
esperado quando ndo hd massa de RBF presente na dgua. J4 a intersecdo da reta de RBF

em iogurte indica que a massa de RBF no iogurte sem a adicdo externa de RBF
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corresponde a 2,221 + 0,02 pg de RBF por grama de iogurte. O valor de RBF
encontrado para o leite desnatado foi de 2,24 + 0,05 ug de RBF por grama, indicando
que o método espectrofluorimétrico para a titulacdo de iogurte foi eficaz. Dados da
literatura indicam que o teor de RBF para iogurte desnatado consiste em 2,5 pg de RBF
por grama de iogurte (Fox & McSweeney, 1998, Tamime & Robinson, 1999), o que
permite afirmar que os resultados obtidos a partir da titulacdo de iogurte sem adi¢do de
RBF condizem com os valores apresentados na literatura. A Figura 4 também indica
que a massa de RBF obtida na titulacdo com RBPO ¢ diretamente proporcional a massa
de RBF para a faixa de aplicacdo estudada, mostrando que a relac@o € linear. As retas da
Figura 4 também foram paralelas (figuras ndo mostradas) para todas as outras trés

equivaléncias usadas na Figura 3.

3.5. Limite de deteccao (LD) e quantificacio (LQ)

A Figura 5 corresponde a curva analitica construida a partir das titulagdes em
diferentes massas de iogurte na cubeta. O valor obtido para LD foi de 0,0558 pg de
RBF, sendo esta a menor concentrac¢io de riboflavina no iogurte que pode ser detectada
pelo método.

O valor obtido para LQ foi de 0,1691 pg de RBF, sendo esta a menor massa de

riboflavina em iogurte passivel de ser quantificada pelo método em questao.

3.6 Precisao

O valor médio de RBF encontrado para as condi¢gdes de repetitividade descritas
anteriormente foi de 2,35 + 0,012 pg RBF por grama de iogurte. Os resultados obtidos
em dias diferentes pela verificacdo da precisdo intermediaria foram de 2,13 + 0,02, 2,17
+ 0,02, 2,224 + 0,002, 2,35 +£ 0,01 e 2,11 + 0,02 pg de RBF por grama de iogurte. A

precisdao do método, calculada pelo desvio padrdo relativo (DPR), foi de 4%.

3.7 Exatidao

Na auséncia do material de referéncia para a vitamina B2, foi utilizado como
valor de referéncia da equagdo (6), o valor de RBF do leite em p6 Molico®, isto €, 2,24
+ 0,05 ug de RBF por grama de iogurte. Desta forma, a exatidao foi (99 + 2) %

calculada pela propagagdo de erros dos desvios padrdes de 0,05 e 0,02, indicando alto
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grau de concordancia entre os resultados encontrados e os valores correspondentes

encontrados em literatura.

3.8 Robustez

O valor de RBF no iogurte, imediatamente apds o preparo, foi 2,22 + 0,02 pg de
RBF por grama e apds trinta dias, foi de 2,11 + 0,02 pg de RBF por grama. Os
resultados mostraram que o método é efetivo mesmo apds 30 dias de estocagem no
escuro a 5°C do produto, que € em média o tempo de vida util deste produto no Brasil.

Iogurtes produzidos em dias diferentes também apresentaram valores proximos
de RBF que variaram apenas de 2,11 0,02 ng a 2,13 + 0,02 de RBF por grama.

Titulagdes realizadas com diferentes massas de iogurte e adi¢do de 4gua indicam
valores de 2,35 + 0,012; 2,36 + 0,015; 2,33 + 0,004; 2,35 + 0,005 e 2,22 + 0,002 pg de
RBF por grama de iogurte para massas que foram de 0,1 a 0,6 gramas respectivamente.
Titulagdo realizada em iogurte, sem adi¢do de 4gua, resultou num teor de 2,0749 +
0,05644 pg de RBF por grama de iogurte. Os resultados obtidos indicaram que o

método € robusto.

3.9 Faixa de aplicacao

Em relacdo ao iogurte, a faixa de aplicagdo abrange desde a massa minima de
iogurte sem adi¢do de dgua ou 25% (m:v) a 100% de iogurte, onde a massa do iogurte €
dada em gramas e o volume de dgua é dado em mL. Em relagdo a quantidade de RBF, a

faixa de aplicacdo corresponde ao intervalo de 0,255 pg a 1,37 pg.

4. CONCLUSAO

O método para determinacdo de RBF em leite foi otimizado para andlise em
iogurte. Os resultados obtidos nas etapas de validagdo mostraram que o método ¢
seletivo, linear, robusto, preciso e exato. Desta forma, o método proposto por
Zandomeneghi et al. (2007), é totalmente aplicdvel para determinacdo de RBF em
iogurte. Além disso, o uso da técnica de front-face dispensa as etapas onerosas de

preparacgdo e purificacido de amostra, como descrito no método da AOAC (2006).
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6. FIGURAS
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Figura 1. Diminuicdo da intensidade do espectro de emissdo de fluorescéncia durante a
titulacdo com aliquotas de 10 a 15 pL de solucdo de RBPO.

50



450 ]
400
350 ]
300 ]
250 ]

200

Fluorescéncia

150

100

50+

0 T T T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250

Volume solugao RBPO adicionada (pL)

Figura 2. Titulacdo de iogurte com solu¢do de RBPO. Fluorescéncia em funcdo do
volume de RBPO adicionado. O cruzamento entre as linhas S e P indica o ponto final da
titulag@o.
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Figura 3. Inclinagdo versus equivaléncia para os valores de equivaléncia de 9,025; 9,46

e 10 ug de RBF.
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Figura 4. Curva analitica de seletividade. Massas conhecidas e crescentes de RBF foram
adicionadas em dgua ou em iogurte. Cada ponto representa a média de trés replicatas *

desvio padrao.

53



Massa RBF encontrada (ug)

o o o = = =
£ » (0] o N £
1 1 1 1 1 1

| |

=4
N
|

T T
0,1 0,2 0,3 0,4 05 0,6 0,7
Massa iogurte (g)

Figura 5. Curva analitica utilizada na determinagdo do limite de deteccdo, considerando
a equivaléncia da solucdo de RBPO igual a 8,8414.
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CAPITULO III

INFLUENCIA DA ADICAO DE LUTEINA , TIPO DE EMBALAGEM E
EXPOSICAO A LUZ NA ESTABILIDADE OXIDATIVA DO IOGURTE

A ser submetido a revista “Journal of Dairy Science”
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INFLUENCIA DA ADICAO DE LUTEINA, TIPO DE EMBALAGEM E
EXPOSICAO A LUZ, NA ESTABILIDADE OXIDATIVA DO IOGURTE

RESUMO

O presente trabalho avaliou a estabilidade oxidativa de iogurte adicionado de
luteina em embalagens de polipropileno, com diferentes propriedades de barreira ao
oxigénio, na presenca e auséncia de luz, durante 35 dias de estocagem refrigerada.
Iogurtes fabricados sem luteina e com um equivalente a 1,5 mg de luteina no produto
final foram caracterizados quanto ao teor de carotendides totais, teor de riboflavina,
oxigénio dissolvido na amostra e presente no headspace e a degradacdo da riboflavina e
luteina foram acompanhadas durante a estocagem. Houve diminuicdo do teor de
riboflavina e aparecimento de produtos de oxidag@o nos iogurtes sem luteina e expostos
a luz. Os iogurtes com luteina apresentaram teores de riboflavina e de carotendides
constantes durante o tempo de estocagem sob luz, o mesmo ocorrendo para as amostras
mantidas no escuro. O tipo de embalagem influenciou no teor de oxigénio dissolvido e
no headspace, mas nao afetou a degradacdo da riboflavina. Os resultados mostram que a
luteina impediu a foto-degradagdo da riboflavina no iogurte exposto a luz, independente
do tipo de embalagem utilizada. Todos os iogurtes apresentaram teores de luteina
praticamente constantes durante todo o periodo de estocagem refrigerada, permitindo
supor que toda a luteina adicionada permaneceu disponivel ao final do periodo de

estocagem.

Palavras-chave: iogurte, luteina, riboflavina, embalagem
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SUMMARY

This study evaluated the oxidative stability of lutein-added yogurt packaged in
polypropylene presenting different barrier properties to oxygen in the presence and
absence of light, during 35 days of refrigerated storage. Yogurts made without extra
lutein and 1.5 mg of added lutein in the final product were analysed for total
carotenoids, riboflavin content, and dissolved oxygen present in the sample and present
in the headspace. The degradation of riboflavin followed by spectrofluorimetry. Without
lutein content of riboflavin decreased and the appearance of oxidation products in the
yogurt exposed to light. The yogurts with lutein presented content of riboflavin and total
carotenoids detected during the storage time under light; the same occurred for the
samples kept in the dark. The type of packaging affected the dissolved oxygen and in
the headspace, but did not affect the degradation of riboflavin. The results show that
lutein prevented the degradation of riboflavin in yogurt exposed to light, regardless of
the type of packaging used. For all yogurts lutein was fairly constant throughout the
period of cold storage, allowing the assumption that all added lutein remained available

at the end of the storage period.

Key-words: yogurt, lutein, riboflavin, packaging
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1. INTRODUCAO

Os carotendides sdo pigmentos naturais conhecidos por sua atividade bioldgica e
aplicacdo como corantes. S@o sintetizados somente por plantas e por microrganismos e,
portanto a sua presenga em animais € atribuida & ingestdo de alimentos (Minguez-
Mosquera et al. 2002). A luteina é um carotendide que faz parte do grupo das xantofilas,
e que se acumula na macula, parte central da retina humana responsavel pela acuidade
visual e onde se concentra grande parte dos fotorreceptores. (Landrum et al., 1999).
Fontes ricas em luteina incluem espinafre (11,9 mg/100g), brécolis (2,4 mg/100g) e
couve (15,8 mg/100g) (Khachik et al., 1995).

Em humanos, acredita-se que a luteina apresenta duas grandes fungdes
protetoras: (1) como filtro de luz azul, e (2) como inativador e sequestrador de espécies
reativas de oxigénio foto-induzidas. (Alves-Rodrigues e Shao, 2004). A luz azul (de
comprimento de onda ao redor de 450 nm) é a forma de luz visivel de maior energia, e €
conhecida por induzir o dano foto-oxidativo pela geracdo de espécies reativas de
oxigénio. A luteina, com pico de absor¢do a 446 nm no espectro visivel, filtra a luz azul
evitando a formacdo de espécies reativas de oxigénio.

A este composto sdo atribuidas propriedades antioxidantes e diversas atividades
bioldgicas contra doengas degenerativas. A luteina estd associada principalmente com a
diminui¢do e prevencdo da ocorréncia de catarata e degeneragdo macular relacionada a
idade (DMRI), que € a principal causa de cegueira irreversivel em idosos nos paises do
ocidente, atingindo 25% da populacdo acima de 75 anos no Brasil (I0G, 2010; CBO,
2010). A ingestdo de 6 mg ao dia de luteina € a dose recomendada para a diminui¢do de
mais de 43% do risco de DMRI (Seddon et al., 1994).

Com a crescente valorizacdo de alimentos industrializados funcionais e o
aumento da preocupacdo com a saide e bem-estar, a aplicacdo da luteina como
ingrediente em bebidas e alimentos pode ser bastante conveniente e atrativa. Nessa
busca por alimentos que trazem beneficios a satide, os produtos lacteos se destacam e
s@o os principais veiculos para adi¢do de substancias funcionais.

Até o momento, poucos estudos sobre a adi¢do de luteina em produtos licteos
foram realizados. Jones et al. (2005) estudaram a estabilidade da luteina durante a

matura¢do de queijo Cheddar. As amostras tinham diferentes concentragdes de luteina:
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1,3 e 6 mg/28 g (porcdo de queijo). Nao houve degradacdo de luteina durante as 24
semanas de maturacao do queijo.

Aryana et al. (2006) verificaram a estabilidade da luteina adicionada ao iogurte
de morango. Foram adicionadas concentracdes de 0,5; 1,5; e 3,0 mg por 170 g de
iogurte. Houve diminui¢do de cerca de 10% da concentragdo de luteina durante o
periodo de estocagem refrigerada. Essa diminuicdo da luteina foi mais acentuada
principalmente na quinta semana.

Em um estudo realizado com cream cheese, Tokusoglu (2008) adicionou 0,5;
0,75; 1,5 e 3,0 mg de luteina para cada porcdo de 170g. Os pardmetros analisados
durante 6 semanas de estocagem refrigerada foram estabilidade da luteina, pH, sinérese,
viscosidade, contagem microbiana e caracteristicas sensoriais. O conteido de luteina se
apresentou inalterado durante o periodo estudado.

Tanto a luteina como os produtos licteos sdo sensiveis a acdo da luz e oxigénio.
Os produtos lacteos s@o sensiveis a luz devido a presenga da riboflavina (vitamina B»),
caracterizada por ser um forte sensitizador, capaz de absorver a energia luminosa e
transferi-la para moléculas de oxigé€nio altamente reativas, desencadeando uma série de
reacdes de oxidagdo nos componentes do leite (proteina, lipideos e vitaminas) que
resultam em perdas nutricionais e alteracdes sensoriais (descoloracido e off-flavors),
sendo assim um indicador de ocorréncia de foto-oxidacdo em produtos lacteos (Borle et
al., 2001).

A riboflavina (RBF) possui trés faixas de absorcdo de luz: aproximadamente 250
380 e 450 nm, sendo esta a mais critica, uma vez que se encontra na regidao de luz
visivel emitida por luz fluorescente presente em grande parte dos estabelecimentos
comerciais (Alves e Jaime, 2006). A distribuicdo das formas reativas de oxigé€nio
formadas pela sensitizagdo da riboflavina depende da disponibilidade de oxigénio, da
concentracdo de riboflavina e da presenga de outras substincias oxidantes ou
inativadoras (Choe et al, 2005).

A RBF ¢ altamente fluorescente (com emissdo maxima ao redor de 525 nm)
assim como os produtos gerados da sua foto-degradagdo, lumicromo e lumiflavina, os
quais apresentam emissdo maxima na regido de 444 a 479 nm e 516 a 522 nm
respectivamente (Fox e Thayer, 1998). Uma das maneiras de avaliar a ocorréncia de

foto-oxidagdo em produtos lacteos € a determinacdo de riboflavina e seus produtos de
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degradacdo através espectroscopia de fluorescéncia (Andersen et al. 2005, Becker et al.,
2003; Wold et al., 2006; Zandomeneghi, et al. (2007).

A embalagem pode prevenir diretamente o desenvolvimento de off-flavors
causados pela foto-oxidacdo dos componentes dos produtos lacteos, protegendo contra
acdo de luz e oxigénio (Vassila et al, 2002). As embalagens plasticas t€m sido utilizadas
no lugar de garrafas de vidro e de cartonadas (Defosse, 2000). Entretanto todos os tipos
de embalagens plasticas incluem transmissdo de luz e permeabilidade ao oxigé€nio
(Rysstad et al, 1998). Atualmente, a maioria dos iogurtes comerciais utiliza embalagens
de polipropileno (PP), polietileno (PE) e poliestireno (PS).

Esse trabalho avaliou a influéncia da adi¢@o de luteina na estabilidade oxidativa
do iogurte acondicionado em embalagens com diferentes permeabilidades ao oxigénio,
na auséncia e presenca de luz. O teor de carotendides totais, teor de riboflavina,
oxigénio dissolvido na amostra e presente no headspace e a degradagdo da riboflavina

foram acompanhados durante os 35 dias de estocagem refrigerada.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

Leite em p6 desnatado Molico® (Nestlé, Aracatuba, SP - Brasil) foi comprado
em supermercado da cidade de Campinas (SP - Brasil), sendo todo do mesmo lote
(917946032) e em quantidade suficiente para desenvolver a pesquisa. A cultura lactea
mista liofilizada de Streptococcus thermophilus e Lactobacillus bulgaricus (YO-MIX
505 LYO 200®) foi fornecida pela Danisco (Cotia, SP, Brasil). A formulagao de luteina
0,3% utilizada foi a Vegex Lutein WS® — corante natural de luteina para fins
alimenticios, da Christian Hansen (Horsholm - Dinamarca). Além da luteina, a mistura
continha ainda na sua composi¢do dgua desmineralizada, amido modificado, 6leo de
girassol, maltodrextrina, 4dcido ascérbico, tocoferdis naturais e benzoato de sédio. A
dgua utilizada nos experimentos foi inicialmente bi-destilada e em seguida deionizada
(Millipore). Os copos plésticos de polipropileno com e sem barreira utilizados para o
envase dos iogurtes foram fornecidos pela Dixie Toga (Votorantim, SP - Brasil). Os
iogurtes foram acondicionados sob incidéncia de luz fluorescente TL8® 15 w da

OSRAM (Osasco, SP - Brasil).
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2.2 Preparo dos iogurtes

Os iogurtes foram produzidos a partir de leite desnatado em pé Molico®,
reconstituido a 10% de sélidos totais e cultura lactea mista liofilizada de Streprococcus
thermophilus e Lactobacillus bulgaricus. Metade do volume de leite foi adicionado de
luteina, antes da inoculacdo da cultura lactea. O teor de luteina adicionado ao leite foi
calculado para resultar em um equivalente a 1,5 mg de luteina/120 g de iogurte. O leite
adicionado de cultura foi distribuido em copos plasticos de 210 mL que foram selados
por termo indugdo. A quantia de iogurte adicionada nos copos foi de 120 g, resultando
em um volume de headspace de aproximadamente 30 mL. Foram utilizados dois tipos
de embalagens: de Polipropileno (PP): (a) PPcomum, com baixa barreira ao oxigénio
(permeabilidade de 0,39 cm’ oxigénio/embalagem/dia) e opacidade de 85,36%; (b)
Polipropileno com Etilelo Vinil Alcool (PPcoex) com barreira média ao oxigénio
(permeabilidade de 0,09 cm’ oxigénio/embalagem/dia) e opacidade de 84m,03%. A
fermentacgdo do leite, realizada em estufa Marconi modelo MA 415/S® (Piracicaba — SP,
Brasil) a 45°C, foi interrompida através de resfriamento dos copos em banho de gelo,
quando o pH 4,8 foi atingido. Os copos de iogurte com e sem luteina, acondicionados
nos dois tipos de embalagem foram igualmente distribuidos em estufas BOD Marconi
modelo MA 415° (Piracicaba — SP, Brasil) a 5°C, e armazenados durante 35 dias, na
presenca e auséncia de luz fluorescente (aproximadamente 1.000 lux). As amostras
armazenadas sob luz receberam radiagcdo na parte superior, semelhantemente as
condi¢des encontradas em supermercados. Em cada dia de andlise, as amostras foram
retiradas aleatoriamente e em seu lugar foi colocadas embalagens com as mesmas
caracteristicas e igualmente seladas.

A determina¢do da composi¢do do iogurte foi realizada apds 2 dias de
fabricacdo. Andlise de teor de carotendides totais, teor de riboflavina, oxigénio
dissolvido na amostra e presente no headspace e a degradacdo da riboflavina por
espectrofluorimetria foram realizadas aos 0, 7, 14, 21, 28 e 35 dias de estocagem
refrigerado. As determinacdes de RBF foram feitas em duplicata e os teores de
carotendides totais, oxigé€nio dissolvido, oxigénio presente no headspace foram
realizadas em triplicata. Antes de cada anélise, o iogurte foi homogeneizado no préprio
copo. Todo o procedimento de preparacdo do iogurte e as andlises subsequentes foram

repetidos novamente, resultando em duplicata de processamento.
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2.3 Composicao dos iogurtes

As anélises de composicdo do iogurte foram realizadas em triplicata. O pH foi
determinado por meio de método potenciométrico, em potencidmetro da marca Digimed
modelo DM22° (Sao Paulo, SP - Brasil), conforme AOAC (1995). A determinacdo de
acidez foi realizada em triplicata, segundo AOAC (1995). Para os iogurtes sem adi¢@o
de luteina, determinou-se a acidez por titulagdo com NaOH 0,01N, e para os iogurtes
adicionados de luteina, a acidez foi determinada por meio de titulagdo com NaOH
0,0IN com auxilio de potencidmetro, com agitacdo constante até pH 8,0 - 8,25, sendo
os resultados expressos em graus Dornic.

O teor de extrato seco total foi determinado gravimetricamente, em estufa sob
circula¢do for¢ada de ar, a 100 °C durante 24 horas, de acordo com AOAC (1995). A
determinagdo do teor de gordura foi realizada segundo método Mojonnier, descrito em
AOAC (1995), tendo sido realizadas trés extragdes com 4dlcool etilico, éter etilico e éter
de petréleo. A fase organica foi coletada em placas de vidro, as quais permaneceram em
placa aquecida até total evaporagdo dos solventes, sendo posteriormente levadas a estufa
a 105 °C durante 50 minutos. Os teores de nitrogénio e proteina foram determinados
pelo método de Kjeldahl, segundo AOAC (1995) e Barbano (1991). A porcentagem de

proteina total foi obtida pela multiplicacido da porcentagem de nitrogénio por 6,38.

2.4 Analises realizadas durante a estocagem dos iogurtes

2.4.1 Teor de oxigénio

Realizou-se a medida de oxigénio presente no headspace das embalagens antes
de serem abertas, em equipamento Mocon Pac Check model 650 Dual Headspace
Analyzer® (Minneapolis, MN, USA) de acordo com as instru¢des do fabricante. Um
septo foi utilizado para minimizar a saida de gds durante as medicdes. A determinagdo
de oxigénio dissolvido nas amostras, em oximetro Mettler Toledo MO 128 Dissolved
Oxygen Meter® (Schwerzenbach — Switzerland), foi realizada por meio da imersdo do
eletrodo diretamente no iogurte. Foram realizadas trés medi¢des no mesmo copo, em

posicdes diferentes.

2.4.2 Carotendides totais
Para os iogurtes com adicdo de corante, 1,0 + 0,1 g de iogurte foi pesado em
tubos de vidro e adicionados de 4 mL de tetrahidrofurano (THF). A extracdo foi
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realizada por meio de agitacdo em vortex durante 1 minuto, seguida de centrifugacio a
1154 g/ 5 minutos a 20 °C, sendo o sobrenadante transferido para um Erlenmeyer de 50
mL. O processo de extragcdo e centrifugacdo foi repetido 5 vezes até extragdo exaustiva
dos carotendides presentes no iogurte. Os extratos foram combinados e transferidos para
um funil de separagdo de 500 mL, contendo a mistura de solventes éter etilico:éter de
petréleo (2:1, v/v) para a etapa de particdo. O extrato foi lavado 10 vezes com 4gua
destilada (aproximadamente 5 L), recolhido em Erlenmeyer de 125 mL, e adicionado de
sulfato de sédio anidro para retirada de dgua residual da etapa de lavagem. Em seguida,
o extrato foi transferido para baldo de fundo redondo e o solvente foi completamente
evaporado em evaporador rotatério (T < 38 °C). O extrato seco foi entdo redissolvido
em etanol e o volume foi aferido em baldo volumétrico de 10 mL. A absorbancia do
extrato a 445 nm foi medida em espectrofotdmetro UV-visivel Agilent 8453% (Santa
Clara, EUA), e a concentragdo dos carotendides totais foi calculada como luteina de

acordo com a lei de Lambert-Beer (equagao. 1).

A x10*
C(pg/mL) = B

%

lem (1)

Onde C € a concentracdo de carotendides totais expressos como luteina; A é a

1%
absorbancia a 445 nm e 'em ¢ a absortividade da luteina a 445 nm (2550 em etanol).

A determinagcdo do teor de carotendides totais dos iogurtes sem adi¢cdo de
corante (controle) foi realizada da mesma maneira. Entretanto, a quantia inicial de
amostra pesada foi de 4,0g £ 0,1 g e o extrato seco foi redissolvido em 1 mL de etanol.
A andlise foi realizada para avaliar o teor de carotendides totais do iogurte, provindos
naturalmente do leite e eventualmente presentes no iogurte. Os resultados mostraram a
quase auséncia de carotendides no iogurte, com valores abaixo do limite de detec¢do do
método (< 0,05 pg/g), o que era esperado por se tratar de iogurte desnatado. Portanto, os
resultados de carotendides totais obtidos para os iogurtes adicionados de luteina foram

expressos como pg luteina/g iogurte.
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2.4.3 Determinacdo de riboflavina

A determinacdo de RBF em iogurte foi feita por titulacdo espectrofluorimétrica
da RBF por solucdo de RBPO, baseado no método descrito por Zandomeneghi et al.
(2007), otimizado e validado por Domingos et al (resultados ainda ndo publicados; ver
capitulo 2). Riboflavin binding protein (RBPO), (forma apo, Sigma R8628) foram
adquiridas pela Sigma Chemical Company (St. Louis, MO, USA). O espectrofotometro
Cary Eclipse® (Varian, Palo Alto, CA, USA) foi equipado com acessério (Varian
Accessory Solid Sample, Melbourne, Australia) capaz de regular a inclina¢do do angulo
de posicionamento da amostra para permitir medidas em front-face, a fim de minimizar
a radiacdo que reflete e se espalha durante a incidéncia da luz na amostra. O melhor
angulo foi 27° em relacdo a luz incidente.

Os espectros foram medidos em cubetas de quartzo (I x 1 cm) com massa
medida em balanca AE 200° (Mettler Toledo, Zurique, Suica) de 0,3 g a qual foram
adicionados 400 pL. de 4gua, para facilitar a homogeneizacdo da amostra adicionada de
solucdo de RBPO durante a titulagdo. As fendas de excitagdo e emissdo foram iguais
(10 nm), o tempo de integracdo foi 0,5 s e o incremento no comprimento de onda do
espectro de varredura foi de 1 nm. A emissdo foi medida entre 480 nm a 700 nm, com
excitacdo da amostra a 450 nm. Os experimentos de titulacio da RBF foram efetuados
pela adi¢do de aliquotas de 10 a 15 YL de RBPO na amostra a fim de suprimir a
fluorescéncia gradualmente. Apés cada adicdo, a cubeta foi agitada vagarosamente em
vortex durante 30 segundos, e em seguida se mediu a emissdo. Cerca de 15 a 20 adigdes
foram necessdrias em cada experimento. As titulagdes realizadas nos iogurtes durante o
periodo de estocagem foram feitas em duplicata.

O método espectrofluorimétrico para a quantificacio de RBF em iogurte foi
otimizado e validado para iogurte de acordo com as recomendagdes da IUPAC
(Thompson, 1999, 2002) e da ICH — International Conference of Harmonization (1996)
por Domingos et al. (2010) (resultados ndo publicados), apresentando uma exatiddo de
(99 = 2) %. Os experimentos de robustez mostraram que o método é efetivo mesmo

quando o produto € analisado apds 30 dias de estocagem.

2.4.4 Avaliacdo da degradacdo de RBF
Para ilustrar a foto-degradacdo da RBF nos iogurtes, medidas
espectrofluorimétricas foram realizadas no espectrofotdmetro Cary Eclipse® (Varian,

64



Palo Alto, CA, USA). As condi¢des utilizadas foram as mesmas descritas para a
determinagdo da riboflavina, com exce¢do da emissdo que foi medida entre 400 nm e

700 nm, com excitacdo a 380 nm.

2.5 Planejamento experimental e avaliacao estatistica dos resultados

Para avaliacdo da evolugdo dos teores de riboflavina, oxigénio dissolvido e
oxigénio presente no headspace com o tempo de estocagem refrigerada, foi adotado um
delineamento do tipo split-split-split-plot. O fator estudado foi a adi¢do de corante de
luteina no iogurte, sendo o tipo de embalagem e tipo de acondicionamento sub-parcelas
do corante luteina, e o tempo de estocagem, uma sub-parcela de embalagem e tipo de
acondicionamento, como ilustrado na Figura 1. Os ensaios foram realizados em 2
blocos. As diferencas entre os tratamentos das amostras e os tempos de estocagem, e as
interacdes entre elas, obtidas nas avaliagdes de riboflavina, carotendides totais, oxigénio
dissolvido e oxigénio presente no headspace foram avaliadas por ANOVA. Os fatores
e/ou interagdes que apresentaram valores de p < 0,005 foram -considerados
significativamente diferentes. As andlises dos resultados (graus de liberdade, quadrados
médios e probabilidades) estdo apresentadas nas Tabelas, sendo os valores

significativamente diferentes destacados por um (*).
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Figura 1. Planejamento experimental: delimeamento tipo split-split-split-plot.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Composicao do iogurte

A composi¢do média dos iogurtes produzidos € apresentada na Tabela 1.

Tabela 1. Composi¢do média dos iogurtes com e sem adicdo de luteina.

Composicao Sem luteina  Com luteina
pH 443+£0,11  4,55+0,07
acidez (%acido lactico) 0,80 + 0,04 0,71 £ 0,06
Proteina total (%) 3,6 0,34 3,8 +0,20
EST (%) 9.4+0,18 9.47 £ 0,06
Gordura (%) 0,06 + 0,01 0,1 +0,01

O Regulamento de Identidade e Qualidade de Leites Fermentados (MAPA,
2000) preconiza que o iogurte desnatado deve apresentar no maximo 0,5% de gordura,
acidez de 0,6 a 2,0 gramas de 4cido latico por 100 gramas de produto, e proteina total de
no minimo 2,9%. A Tabela 1 mostra que os iogurtes produzidos apresentam uma
composi¢do tipica e que se encontram dentro dos padrdes estabelecidos pela legislacdo

vigente.

3.2 Influéncia da luz e da embalagem na estabilidade do corante luteina

adicionado ao iogurte
A Tabela 2 apresenta o teor de carotendides totais nos iogurtes adicionados de

corante luteina acondicionados em diferentes embalagens e na presenga e auséncia de

luz.
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Tabela 2. Teor de carotendides totais em iogurtes adicionados de corante luteina.

Carotenoides totais (pg/g)

Com luteina

PPcoex PPcomum
Dias Com Luz Sem Luz Com Luz Sem Luz
0 10,67 = 0,009 10,67 £ 0,01 10,71 +0,36 10,75 £ 0,42
7 10,96 £ 0,28 10,84 £ 0,19 10,92 +£ 0,03 10,48 £ 0,14
14 11,07 £ 0,43 10,35+ 0,36 11,28+ 0,42 10,72 £ 0,36
21 11,24 £ 0,28 10,74 £ 0,12 11,19+ 0,32 10,71 £ 0,19
28 11,19 £ 0,45 10,80 = 0,09 10,81 £ 0,41 10,74 £ 0,15
35 10,98 £ 0,10 10,61 +£0,23 11,53 +0,13 10,71 £ 0,075

Os resultados mostram que os valores da luteina se mantiveram praticamente

constantes durante todo o periodo de estocagem refrigerado, independente da

embalagem utilizada, na presenga e auséncia de luz.

A Figura 2 mostra o comportamento da luteina na presenca e auséncia de luz,

deixando evidente que nas duas situagdes, a luteina se manteve estdvel com o tempo de

estocagem do iogurte.
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Figura 2. Efeito da luz no teor de luteina dos iogurtes com o tempo de
estocagem.

Os resultados mostram que o teor de luteina dos iogurtes permaneceu constante
tanto na presenca como auséncia da luz (aproximadamente 10 g por grama de iogurte)
indicando que a luteina adicionada ao iogurte ndo foi degradada pela acdo da luz.
Outros autores (Jones et al., 2005; 2006; Tokusoglu, 2008) também observaram que a
luteina se manteve estavel durante a estocagem e ndo foi degradada quando adicionada
a produtos lacteos. Segundo Mercadante (2008), a presenca de macromoléculas oferece
certa fotoprotecdo aos carotendides em alimentos, através da complexacdo destas com
os carotendides ou podem agir como filtro, o que reduz a incidéncia de luz, que poderia

foto-degradar os carotendides.

3.3. Influéncia da luz e da embalagem na estabilidade do teor de riboflavina
dos iogurtes
A Tabela 3 indica os valores de riboflavina nos iogurtes acondicionados em

diferentes embalagens e na presenca e auséncia de luz.
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Tabela 3. Valores de RBF em iogurtes com e sem adi¢@o de corante luteina.

RBF (mg/100g)
Sem luteina Com luteina
PPcoex PPcomum PPcoex PPcomum
Dias Com luz Sem luz Com luz Sem luz Com luz Sem luz Com luz Sem luz
0 0,23 +0,03 0,23 +0,03 0,23 +0,0001 0,27+0,06 0,24 £ 0,02 0,23 +£0,01 0,24+0,02 0,22 +0,007
7 0,20 £ 0,01 0,24 + 0,003 0,22 + 0,005 0,25 + 0,001 0,24 + 0,002 0,23 +0,01 0,26 +0,03 0,23 +£0,002
14 0,19+ 0,01 0,23 + 0,005 0,19 +£0,0004 0,25+0,002 0,23 +0,0007 0,22+0,002 0,22+0,001 0,24 +£0,006
21 0,16 £ 0,02 0,25 £ 0,01 0,15 +£0,02 0,24 £ 0,003 0,24 £ 0,001 0,24 +£0,001 0,24 £0,006 0,24 + 0,002
28 0,12 +0,001 0,24 £ 0,008 0,13 +£0,02 0,23 +£0,02 0,22 + 0,007 0,24 +0,005 0,23 +0,007 0,23 £0,02
35 0,11 +0,03 0,24 +0,005 0,095 £ 0,01 0,24 + 0,01 0,22 +0,002 0,24 +£0,005 0,21 0,02 0,23 +0,01




A partir da anélise da Tabela 3, € possivel observar que os teores de riboflavina
diminuiram nos iogurtes sem adi¢do de corante e que ficaram expostos a luz, tanto para
os iogurtes em embalagem de PPcomum quando para de PPcoex. Entretanto, para os
iogurtes sem corante acondicionados no escuro e para os iogurtes adicionados de
corante, os teores de RBF permaneceram praticamente constantes.

A Tabela 4 apresenta a avaliag@o estatistica do efeito da adi¢do de luteina, da
exposicdo a luz, do tipo de embalagem e do tempo de estocagem no teor de riboflavina

dos iogurtes.

Tabela 4. Quadrados médios e probabilidades para riboflavina dos iogurtes durante o
tempo de estocagem.

Riboflavina

Fatores GL QM P
Tempo 4 0,00266641 0,0001*
Luteina*tempo 4 0,00202937 0,0009*
Embalagem*tempo 4 0,00017052 0,7521
Luz*tempo 4 0,00223784 0,0004*
Luteina 1 0,00775569 0,1016
Embalagem 1 0,00068472 0,3700
Luteina*embalagem 1 0,00029294 0,5014
Luz 1 0,01672010 0,0005%*
Luteina*luz 1 0,02200305 0,0003*
Embalagem*luz 1 0,00000191 0,9168

GL = graus de liberdade; QM = quadrado médio; p = probabilidade

Como pode ser visto na Tabela 4, o tipo de embalagem ndo influenciou o teor de
RBF dos iogurtes com ou sem luteina, na presenca ou auséncia de luz, durante o tempo
de estocagem refrigerado (p>0,05). As embalagens apresentavam diferengas na barreira
ao oxigeénio, o que significou que a concentragdo de oxigénio nio teve nenhum efeito na
degradacio da RBF. Mesmo apresentando diferentes barreiras ao oxigénio, a

concentracdo de oxigénio no iogurte nao surtiu efeito na degradacdo da RBF.
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O teor de oxigénio no headspace sé variou significativamente (p<0,05) com o
tempo de estocagem. Apds a fabricacdo do iogurte, o teor de oxigénio no headspace,
que era em média 15,8 %, diminuiu para cerca de 11 % de O, ap6s 7 dias de estocagem
e permanecendo praticamente constante com o tempo. Houve pequenas diferencas no
teor de oxigénio dissolvido (1,7 a 1,2 ppm O,) em funcdo do tempo, luz e embalagem
com o tempo. Entretanto, apesar dessas diferencas serem estatisticamente significativas
(p<0,05), a maior ou menor concentracdo de oxigénio ndo afetou a degradacdo da
riboflavina.

O tempo de estocagem e a luz exerceram influéncia significativa sobre o teor de
riboflavina. Entretanto, as interacdes tempo*luteina, tempo*luz e luteina*luz também
foram significativas. Quando a interacdo de duas varidveis exerce influéncia sobre o
parametro analisado, deve-se analisar o efeito da interacdo, e ndo das varidveis
independentemente. Assim apenas as interagcdes foram analisadas. As Figuras 3, 4 e 5
indicam o efeito da interagdo da luz com o tempo, da luteina com a luz e da luteina com

o tempo, respectivamente no teor de RBF dos iogurtes.
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0 7 14 21 28 35
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Figura 3. Interacdo dos fatores luz e tempo sobre os teores de RBF.
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A Figura 3 mostra o efeito da luz e do tempo no teor de RBF. As amostras que
ndo ficaram expostas a luz apresentaram teor de RBF praticamente constante durante o
periodo de estocagem (aproximadamente 0,24 mg de RBF por 100 g de iogurte).
Entretanto, os iogurtes expostos a luz sofreram queda nos teores de RBF durante a
estocagem (de aproximadamente 0,24 mg para 0,17 mg de RBF por 100g de iogurte),
mostrando a ocorréncia de foto-oxidagdo da riboflavina, e que ela aumenta com o tempo

de exposicao a luz.
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Figura. 4. Efeito da interacdo luz e luteina sobre o teor de RBF. Efeito da interacdo luz e
luteina sobre o teor de RBF.

Os iogurtes adicionados de luteina ndo apresentaram variacdo no conteido de
RBF, independente da presencga ou auséncia de luz, permanecendo entre 0,23 e 0,24 mg
de RBF por 100g de iogurte (Figura 4). Os iogurtes sem adi¢cdo de luteina mostraram
um comportamento diferente. Quando expostos a luz, o teor de RBF diminuiu
sensivelmente (aproximadamente 0,17 mg de RBF por 100 g de iogurte) em relacdo aos
que ficaram no escuro (0,25 mg de RBF por 100 g), mostrando que a luteina protegeu a
riboflavina da foto-oxidacdo.
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Figura 5. Interacdo dos fatores tempo e luteina sobre o teor de RBF.

A Figura 5 mostra que os iogurtes adicionados de luteina apresentaram pouca
oscilacdo no teor de RBF durante o periodo de estocagem, permanecendo entre 0,23 e
0,24 mg de RBF por 100 g de iogurte. Quando ndo houve adi¢do da luteina, os iogurte
apresentaram uma diminui¢do acentuada nos teores de RBF com o aumento do tempo
deestocagem, de 0,24 mg para 0,17 mg de RBF por 100 g de iogurte. Esses resultados
mostram que, na auséncia de luteina, a degradacdo da riboflavina se acentua com o
tempo, o que significa que ela foi sensitizada pela luz. Ao atuar como sensitizador, a
riboflavina promove a foto-oxidacdo de proteinas e gordura, diminuindo a qualidade
sensorial do iogurte com o tempo. Quando a luteina estava presente, o teor de RBF se
manteve praticamente inalterado durante os 35 dias de estocagem refrigerada. O tempo
de vida de prateleira de um iogurte comercial é geralmente de 30 dias. Isso significa que
um iogurte adicionado de luteina, além de poder ser um produto funcional com
beneficios a saiude, mantém seu valor nutricional e, provavelmente, a qualidade

sensorial.
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3.3.1 Degradacao da riboflavina

A Figura 6 ilustra que durante o periodo de estocagem refrigerada sob incidéncia
de luz, ha reducdo da fluorescéncia ao redor de 525 nm, indicando degradacdo da RBF.
A degradacio da RBF resulta na formag¢do de compostos fluorescentes como o
lumicromo e a lumiflavina os quais emitem na regido de 444 a 479 nm e a 516 a 522
respectivamente. A anélise do espectro fluorescente da Figura 6 indica um aumento da
fluorescéncia na regido de 414 a 490 nm, que pode ser decorréncia da formacdo de
lumicromo. E possivel observar que hd aumento da formacio deste composto com o
aumento do tempo de estocagem do iogurte. Um perfil semelhante de reducdo de
fluorescéncia da RBF foi observado por Wold et al. (2002, 2006) e Andersen et al.

(2005) durante a avaliacdo de foto-oxidag¢do em produtos licteos.
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Figura 6. Espectro fluorescente dos iogurtes sem adi¢cdo de corante luteina apods
exposicao a luz durante 35 dias.
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4. CONCLUSAO

Iogurtes adicionados de luteina apresentaram estabilidade oxidativa. Quando
expostos a luz, ndo houve diminui¢do do teor de riboflavina durante os 35 dias de
estocagem refrigerada, como ocorreu nos iogurtes sem luteina que apresentaram
degradacdo da riboflavina e formacdo de compostos de oxidagdo. As diferentes
permeabilidades ao oxigénio das embalagens utilizadas ndo influenciaram a foto-
oxidacdo do iogurte, o que permite o uso de embalagens mais baratas, sem barreira ao
oxigénio. O teor de luteina permaneceu praticamente inalterado com o tempo de
exposicdo a luz, independente da embalagem utilizada. Isso significa que toda a luteina
suplementada ao iogurte estard disponivel no produto consumido durante o tempo de

vida de prateleira que é geralmente de 4 semanas.
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Um método fluorimétrico, aliado a técnica de front face, para determinacdo de
RBF em iogurte foi otimizado e validado. A validacdo mostrou que o método € seletivo,
linear, robusto, preciso e exato, e totalmente aplicdvel para determinacdo de RBF em
iogurte. Além disso, o uso da técnica de front-face dispensou as etapas morosas e
cansativas de preparagdo e purificacdo de amostra, como descrito no método oficial da
AOAC (2006).

Iogurtes adicionados de luteina apresentaram estabilidade oxidativa. Quando
expostos a luz, ndo houve diminui¢do do teor de riboflavina durante os 35 dias de
estocagem refrigerada, como ocorreu nos iogurtes sem luteina que apresentaram
degradacdo da riboflavina. As diferentes permeabilidades ao oxigénio das embalagens
utilizadas nao influenciaram a fotoxidacdo do iogurte, o que permite o uso de
embalagens mais baratas, sem barreira ao oxigénio. O teor de luteina permaneceu
praticamente inalterado com o tempo de exposicdo a luz, independente da embalagem
utilizada. Isso significa que toda a luteina suplementada ao iogurte estard disponivel no
produto consumido durante o tempo de vida de prateleira que é geralmente de 4

s€émanas.
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