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Resumo

A luteina esta associada a diminuicdo e prevencdo da degeneracdo macular
relacionada a idade (DMRI), principal causa de cegueira irreversivel em idosos. Como
este carotenodide nao é sintetizado pelo organismo humano, a sua adicdo em queijo
Prato € uma opc¢do de suplementacdo da luteina na dieta, além de poder atuar na
prevencao de foto-oxidacado. As condi¢ces de estocagem de queijos em supermercados
pode levar a alteracdées no produto devido a presenca de riboflavina (RBF), que sob
estimulo da luz promove a oxidacao de lipidios e proteinas, levando a formacao de off-
flavors. O presente trabalho avaliou a estabilidade oxidativa de queijo Prato adicionado
de luteina em embalagem pigmentada e transparente durante 56 dias de estocagem
refrigerada, na presenca e auséncia de luz. Os queijos foram analisados em relacao ao
comportamento da riboflavina e da luteina, e formacdo de compostos primarios e
secundarios oriundos da oxidacao lipidica (dienos conjugados, perdxidos e substancias
reativas do acido tiobarbitdrico (TBARS)) durante a estocagem. Houve degradacao de
até 35,3 % da riboflavina nos queijos sem adicao de luteina expostos a luz. Nos queijos
adicionados de luteina ndo houve degradacao da riboflavina e a luteina permaneceu
estavel durante o periodo de estocagem, na auséncia e presenca de luz. O tipo de
embalagem nao influenciou a estabilidade oxidativa dos queijos Pratos com ou sem
adicao de luteina. Os resultados mostraram que a luteina impediu a foto-degradacao da
riboflavina no queijo Prato exposto a luz, independente do tipo de embalagem utilizada.
Todos 0s queijos apresentaram teores de luteina praticamente constantes durante todo
o periodo de estocagem refrigerada, indicando que toda a luteina adicionada
permaneceu disponivel ao final do periodo de estocagem. Ajustes na quantidade de
luteina adicionada podem ser uma boa opcao para aumentar a aceitacdo sensorial e a
intencdo de compra do queijo Prato com luteina, que foi menor que a do queijo Prato

comercial.

Palavras-chave: Queijo Prato, luteina, embalagem, estabilidade oxidativa.
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Abstract

Lutein is associated with the reduction and prevention of age-related macular
degeneration (ARMD), the main cause of irreversible blindness in the elderly. As this
carotenoid is not synthesized by the human organism, its addition in cheese Prato is an
option to lutein supplementation in the diet, beyond being able to act in the prevention of
photo-oxidation. The storage conditions of cheeses in supermarkets can lead to
changes in the product due to presence of riboflavin (RBF), which under light stimulus
promotes oxidation of lipids and proteins, leading to the formation of off-flavors. The
present work evaluated the oxidative stability of cheese Prato added with lutein in
pigmented and transparent packaging, in the presence and absence of light, during 56
days of refrigerated storage. The cheeses were analyzed with regard to the degradation
of the riboflavin, stability of lutein and formation of compounds from the lipid oxidation
(conjugated dienes, peroxides and TBARS) during the storage. There was riboflavin
degradation in cheeses without lutein and exposed to light. In cheeses with lutein
addition, there was not riboflavin degradation and the lutein was stable during the
storage in presence and absence of light. The type of packing did not influence on the
oxidative stability of the cheeses Prato with or without lutein. The results shown that
lutein prevented the riboflavin degradation in Prato cheese exposed to light, regardless
of the type of packaging used. In all the cheeses, the lutein contents were fairly
constants throughout the period of refrigerated storage, allowing the assumption that all
the added lutein remained available until the end of the storage period. Adjustments in
the amount of lutein to be added to cheese can be a good option to increase the
sensorial acceptance and the intention of purchase of the cheese Prato with lutein,

which was lower than the commercial Prato cheese.

Keywords: Cheese Prato, lutein, packaging, oxidative stability.
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1. INTRODUCAO

Os carotendides sao pigmentos naturais conhecidos por sua atividade
antioxidante e aplicagdo como corantes (OLIVEIRA, 2006). Entre os carotendides
importantes para a saude, destaca-se a luteina (3,3-dihidroxi-a-caroteno), uma xantofila
gue se acumula na macula, parte central da retina humana responsavel pela acuidade
visual. A luteina, juntamente com a zeaxantina, sdo as responsaveis pela pigmentacao
amarela caracteristica dessa regidao ocular (BONE et al, 1988; HANDELMAN et
al.,1988).

Estudos verificaram que existe uma associacdo entre a ingestdo de luteina e a
diminuicdo da ocorréncia de catarata e degeneragdo macular relacionada a idade
(DMRI) (SEDDON et al., 1994). A degeneracao macular relacionada a idade atinge 25%
da populacao acima de 75 anos no Brasil e € a principal causa de cegueira irreversivel
em idosos nos paises do ocidente, pois esta doenca em estagio avangado nao tem
tratamento efetivo (FINE et al., 2000). A ingestao de 6 mg ao dia de luteina € a dose
recomendada para a diminuicado de mais de 43% do risco de DMRI (SEDDON et al.,
1994).

Com o aumento da expectativa de vida da populacdo, e conseqientemente, o
maior niumero de idosos no mundo, a utilizacdo da luteina como forma de combate e
prevencao de doencas degenerativas € uma alternativa bastante interessante. A luteina
nao é sintetizada pelo organismo humano e pode ser encontrada em verduras folhosas
escuras, como espinafre, brocolis e couve, e na forma de suplementos, em capsulas.
Com a crescente valorizagdo de alimentos industrializados funcionais e 0 aumento da
preocupacao com a saude 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 salde, os produtos lacteos se destacam e séo os
principais veiculos para adicdo de substancias funcionais.

Os queijos sao alimentos amplamente consumidos no mundo inteiro. O queijo

Prato possui grande popularidade no Brasil e € fabricado em todas as regides

brasileiras, sendo o Unico queijo brasileiro adicionado de corante. E um queijo
1



maturado, de média umidade e massa semicozida, com sabor e aroma suaves e
consisténcia semi-dura ou elastica (CICHOSCKI et al., 2002). A coloracdo amarelada
ou amarelo-palha é conferida pelo urucum, corante tradicionalmente utilizado na
fabricacdo do queijo Prato, sendo possivel substitui-lo pela luteina como corante e

aproveitar a sua possivel acdo como ingrediente funcional.

Durante o periodo de maturagdo o queijo Prato sofre alteracbes devido a
presenca de riboflavina, que sob o estimulo de luz e na presenca de oxigénio, promove
oxidacao de vitaminas, carboidratos, lipidios e proteinas (SKIBSTED, 2000). Da mesma
forma, a luteina também pode ser degradada na presenca de luz e oxigénio (CALVO,
2005). Baseado nisso, o presente trabalho propbée a adicdo de uma formulacado de
luteina ao queijo Prato, como outra opcao para a ingestao de luteina, e a avaliacdo da
influéncia da luteina nos processos oxidativos do queijo Prato.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Carotendides

Os carotendides sao pigmentos amplamente distribuidos na natureza e ocorrem
em plantas superiores, algas, fungos e bactérias e também em alguns animais como
passaros e crustaceos. Somente plantas e microrganismos sintetizam carotenoides e,
portanto a sua presenca em animais é atribuida a ingestdao de alimentos (HAVAUX,
2003; MINGUEZ-MOSQUERA et al., 2002; POTT et al., 2003).

Os carotendides compreendem dois grupos estruturais: os carotenos, que
possuem cadeia caracterizada pela presenca de carbono e hidrogénio e as xantofilas
que apresentam oxigénio na cadeia e consistem em derivados que geralmente contém
grupos hidroxila, epéxido e aldeido (ELBE & SCHWARTZ, 1996).

Todas as classes de carotendides apresentam caracteristicas lipofilicas, e,
portanto, sdo soluveis em 6leos e solventes organicos. Além disso, os carotendides sao
moderadamente estaveis ao calor, apresentam perda de coloracao ao sofrer oxidacao e
podem ser facilmente isomerizados por acao do calor, acido ou luz. Os carotendides
abrangem cores que vao do amarelo ao vermelho e assim absorvem luz em
comprimentos de onda de aproximadamente 400 a 500 nm. Por apresentarem uma
estrutura altamente insaturada e conjugada, os produtos de degradagdo dos
carotendides sao bastante complexos.

Sies (1997) estudou as fungdes bioldgicas dos carotendides em seres humanos.
Segundo ele, esses compostos podem ser importantes na protecao de células, atuando
como antioxidantes contra radicais livres e seqliestrando oxigénio singlete, devido ao

seu longo sistema de ligac6es duplas conjugadas.

No entanto, é sabido que as ligacbes duplas conjugadas dos carotendides, tao
importantes para suas propriedades funcionais, s40 ao mesmo tempo, as responsaveis
pela susceptibilidade a isomerizacao e oxidacao, o que gera perda de cor e diminuicao

3



da atividade biol6gica. Na presenca de acidos, exposicdo a luz ou processamento
térmico, as ligacbes duplas podem mudar de configuracdo. A oxidacdao dos
carotendides ocorre na presenca de oxigénio e é acelerada pela luz, calor, metais, pré-
oxidantes e enzimas (OLIVEIRA, 2006).

Por apresentarem uma estrutura altamente insaturada e conjugada, os produtos
de degradacdo dos carotendides sao bastante complexos. Durante a oxidacao,
compostos com grupos carboxilicos e epdéxidos sao formados inicialmente. A oxidacao
também resulta na formacdo de compostos de cadeia curta mono e di-oxigenados,
muitos deles volateis (ELBE e SCHWARTZ, 1996).

2.1.1 Luteina

A luteina é a xantofila dominante em vegetais amarelos, folhas verdes e plasma
humano. A zeaxantina é um isémero da luteina, diferindo estruturalmente na posicao de
uma ligacéo dupla (LANDRUM & BONE, 2001) (Figura 1). A luteina apresenta grupos
terminais B e €, enquanto a zeaxantina € simétrica e possui dois grupos terminais 3.
Tanto a luteina quanto a zeaxantina sdo dihidroxicarotendides com grupos hidroxila
localizados nos carbonos 3 e 3'. Fontes ricas em luteina incluem espinafre (11,9
mg/100gq), brécolis (2,4 mg/100g) e couve (15,8 mg/100g) (KHACHIK et al., 1995).

OH

Zeaxanthin

Lutein

Figura 1. Estrutura da luteina e zeaxantina.



Em humanos, assim como em plantas, acredita-se que a luteina apresenta duas
grandes fungbes protetoras: (1) como filtro de luz azul, e (2), como inativador e
sequestrador de espécies reativas de oxigénio foto-induzidas (ALVES-RODRIGUES &
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 fotoxidativo pela geragéao
de espécies reativas de oxigénio. A luteina, com pico de absorcdo a 446 nm no

espectro visivel, filtra a luz azul evitando a formacgao de espécies reativas de oxigénio.

Segundo ALVES-RODRIGUES e SHAO (2004), este pigmento protege
fotoreceptores ao filtrar a luz azul prejudicial a macula, reduzindo em 40% a incidéncia
da luz danosa a retina. A perda da sensibilidade visual, ocorrida em pessoas com idade
avancada e baixa densidade do pigmento macular nos tecidos oculares, pode ser a
precursora de algumas doengas dos olhos, incluindo a degeneragdo macular
relacionada a idade (DMRI).

Dos principais beneficios associados a luteina, além das evidéncias na redugao
do risco de desenvolvimento da DMRI, destacam-se os efeitos benéficos na protecao
contra a aterosclerose, a catarata, o cancer e outras doencas. Estudos realizados com
animais e humanos demonstram que a concentracdo de luteina no sangue e nos
tecidos estd estreitamente relacionada com o consumo de alimentos ricos neste

carotendide, tais como frutas e hortalicas de folhas verdes (CARVALHO, 2000).

Ha uma associacao entre a ingestao de luteina e a diminuicdo da ocorréncia de
catarata e degeneracao macular relacionada a idade (DMRI). Estudos mostraram que o
consumo de luteina é inversamente proporcional ao risco de doencgas oculares, como a
degeneracdao macular relacionada a 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 manutencdo da saude da pele, uma
vez que reduz danos provocados pela incidéncia de luz UV (CHEN et al., 2002).

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

A luteina e a zeaxantina, assim como os carotendides em geral, ocorrem na
configuracao all-trans, que é mais termodinamicamente estavel (VON DOERING, et al,
1995). Tem sido demonstrado, que a formacao de isdbmeros cis é decorrente do
processamento de alimentos (SCHIEBER & CARLE, 2005). Calor, luz, presenca de
sensibilizadores no estado triplete (riboflavina) e de compostos eletrofilicos (quinonas)
(DE RIGAL, et al, 2000) sao fatores que geralmente afetam a isomerizagcdo de

carotendides em alimentos.

De acordo com ALVES-RODRIGUES & SHAO (2004), a luteina pode ser
empregada na industria de alimentos funcionais, para enriquecimento de produtos como
bebidas lacteas, cereais, biscoitos, molhos e sopas. Como corante natural, pode ser
utilizada para colorir alimentos como Oleos comestiveis, margarina, maionese,
mostarda, molhos de salada, iogurte, bolos, sorvete e produtos lacteos. A luteina pode
ser empregada em alimentos na forma de micro-emulsdes, as quais podem servir como
um eficiente veiculo de transporte, reduzindo problemas de solubilidade, e viabilizando
o0 emprego deste carotendide em bebidas com caracteristicas translucidas.

O enriquecimento de alimentos pode ser realizado com éxito sem que ocorram
mudancas nos demais ingredientes e sem nenhum impacto as propriedades sensoriais
do produto final. Assim, a ingestao de alimentos enriquecidos com luteina pode elevar o

consumo diario de luteina a niveis suficientes para reducao das doencgas degenerativas.



2.2 Queijo Prato

Os queijos sao alimentos amplamente consumidos no mundo inteiro. O queijo
Prato possui grande popularidade no pais e é fabricado em todas as regides brasileiras,
possuindo um protocolo de produgcédo bem padronizado.

Segundo a portaria n° 358, de 04 de setembro de 1997, que define o
Regulamento Técnico para Fixacao de Identidade e Qualidade de Queijo Prato, este é
um queijo maturado, obtido por coagulacdo enzimatica do leite, complementada pela
acdo de bactérias lacticas especificas. E classificado como um queijo gordo, de média
umidade e de massa semi-cozida. O produto deve apresentar consisténcia elastica,
textura macia e compacta, podendo apresentar pequenas olhaduras bem distribuidas.
Além disso, deve ser maturado por no minimo 25 dias. Atualmente, o queijo tem sido
bastante utilizado no preparo de sanduiches e lanches diversos. Sua producdo média é
de aproximadamente 70 mil toneladas, ocupando o segundo lugar em produgado e
terceiro lugar em consumo, no Brasil (CICHOSCKI et al., 2002).

O mercado de queijos cresceu nos ultimos 10 anos, no Brasil. A expanséao
deveu-se aos aumentos da renda per capita e do consumo de queijos em pratos
prontos e em lanches. Os queijos normalmente sdo comercializados em gbéndolas,
expostos a luz, o que pode favorecer reacoes de foto-oxidacdo, através da
sensibilizacao da riboflavina pela acao da luz.

2.3 Mecanismo de Foto-oxidacao

;
Sensibilizadores (S), cujo estado fundamental é singlete ( S), sdo substancias
capazes de captar luz (hv) e com isso atingir seu primeiro estado excitado e em

seguida, passar ao estado triplete, de acordo com a equacao 1.
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(Equacéo 1)

A foto-oxidacdo ocorre na presenca de um sensibilizador ('S), oxigénio triplete
(02 (*2g)) e luz na regido do visivel, formando o sensibilizador no estado triplete (°S*).
Este sensibilizador (3S*) pode ser desativado através de dois mecanismos. O conhecido
como Tipo | consiste na associagdo direta do sensibilizador com outra molécula
formando radicais livres, enquanto que no Tipo Il ocorre formacao de oxigénio singlete
(02 ('Ag)), pela transferéncia de energia do sensibilizador excitado para o Oz (°zg)
(Equagéo 2) (BRADLEY & MIN, 1992).

k
B+ 0,(Fy) > S + 0y('y

(Equacéo 2)

A desativacdo do oxigénio O, ('Ag) por compostos presentes nos alimentos,
como carotendides, pode ocorrer por um processo de transferéncia de energia ou

através de reagdes quimicas.

A desativacdo fisica (Equacdo 3) envolve a transferéncia de energia de
excitacdo do O, ('Ag) para o carotendide, resultando em formagao de oxigénio no seu
estado fundamental (O, (®Zg)) e estado triplete excitado do carotendide ((CAR*). A
energia do 3CAR* é dissipada através de interacdes rotacionais e vibracionais entre o
3CAR* e o solvente para recuperar o estado fundamental do mesmo, sem ocorrer
degradacao (STAHL & SIES, 1993).

k
0,('A)) + 'CAR —> 0,(3%,) + ¥CAR*

(Equacéo 3)

Em contraste com a desativagao fisica (k,), o processo quimico (k) resulta em

destruicdo do croméforo e na formacao de produtos de oxidagdo (STRATTON et al.,

1993), como mostra a Equacéao 4.



K,
0,('A)) +'CAR ——> produtos
(Equacéo 4)

Os carotendides sao conhecidos como excelentes desativadores de oxigénio
singlete, sendo o nimero de ligacdes duplas conjugadas um eficiente parametro para
avaliar sua habilidade em desativar oxigénio singlete (HIRAYAMA et al., 1994).

2.3.1 Riboflavina

A interacao entre a luz, oxigénio e compostos denominados sensibilizadores, tais
como a riboflavina (Rf) presente em leite (AURAND et al., 1977) e clorofila em dleos
vegetais (LEE & MIN, 1990), causa foto-oxidacdo em alimentos, através da producgéo de
radicais livres e oxigénio molecular singlete (O-('Ag)) que podem oxidar os constituintes
dos alimentos levando a perdas significativas de nutrientes, como as vitaminas e
aminoacidos, a oxidacao lipidica, a descoloracao, assim como a formacgao de off-flavors
(BORLE et al, 2001).

A riboflavina é relativamente estavel ao tratamento térmico, mas bastante
sensivel a acao da luz (LASSEN et al, 2002). O grau de alteracdo depende de fatores
tais como comprimento de onda e intensidade da luz, tempo de exposi¢ao, tipo de

embalagem, area superficial exposta e, temperatura (NUNES, 2005).

A luz fluorescente (Aemissdo > 350 nm) usada nas gbéndolas expositoras
proporciona condi¢des étimas para a promocao de reacdes deteriorantes iniciadas pela
riboflavina (Rf), nas quais por absor¢cdo de luz o estado singlete fundamental da
riboflavina ('Rf) passa para o estado singlete excitado ('Rf*), que é convertido no
estado triplete excitado (°Rf*), pelo cruzamento entre sistemas (Figura 2).

A 3Rf* pode seguir dois mecanismos de reacao, Tipo | ou Tipo Il (FOOTE, 1968).
No mecanismo Tipo I, ®Rf* reage com um substrato (Q), como proteinas ou acidos



graxos para produzir radicais livres e fons radicais. No mecanismo Tipo Il o ®Rf* reage
com oxigénio molecular fundamental triplete, O, (3Zg-), para produzir O, ('Ag) excitado.

RE_W Ipet by o 3pet
TREF 4 QT R
R + 0,(°%;) —> Rf + O}

W u D:(SE_) —Fx 5 Rf *Dl[lﬁz)

0,(a,)+ @ —> @ +0,(x;)

03{1ﬂg) + Q —= 5 Produtos

Figura 2. Mecanismos de sensibilizag&do da riboflavina.

;
O O, ( A,) pode ser desativado de forma unimolecular, dissipando energia para o

meio, ou bimolecular por um mecanismo de transferéncia de energia conhecido como
desativacdo fisica ou por desativagdo quimica que corresponde a reacao com
compostos ricos em elétrons (Q) tais como acidos graxos, vitaminas lipossoluveis,

aminodcidos, conduzindo a degradacao destes compostos (Figura 3).

O carater eletrofilico do oxigénio singlete explica as reacdes de adicdo com todas
as espécies quimicas caracterizadas por ligacdes duplas, como por exemplo, lipidios
insaturados, riboflavina (TOYOSAKI e HAYASHI, 1993), vitamina D (LI e MIN, 1998),
tiamina, acido ascérbico, glicose (SILVA et al., 1999), acido félico, assim como
componentes sulfurados como a metionina. A foto-oxidagdo do acido ascorbico por
meio da sensibilizacdo da riboflavina pode ser afetada por alguns aminoacidos (JUNG
et al., 1998), particularmente o triptofano (SILVA, 1992) e tirosina (SILVA e GODOQY,
1994).
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Figura 3. Desativagdo do oxigénio singlete.

A acédo protetora dos carotendides sobre a degradacado por foto-oxidacdo de
compostos de interesse biolégico se deve ao fato da constante de desativagao fisica
(kq) dos carotendides ser de varias ordens de magnitude maior que a quimica (k),
exercendo uma acao catalitica nos processos de desativacao de O, (1Ag), uma vez que
o estado triplete excitado do carotendide (3Car*) pode regressar a seu estado

fundamental por liberacéo de calor.

O espectro de emissao de luz solar abrange a faixa de radiagcdo 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. A luz visivel com comprimentos de
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onda entre 420 e 520 nm é a maior causadora de problemas de degradacdo em
produtos lacteos (ALVES & JAIME, 2006).

A riboflavina possui trés faixas caracteristicas de absorcao de luz. A primeira (ao
redor de 250 nm) n&o é critica para a deterioracao do produto, uma vez que é pequena
a emissao de luz solar ou fluorescente abaixo de 300 nm. A segunda faixa de absorcao
(em torno de 380 nm) pode ou nao interferir, dependendo da absorcado pelo material de
embalagem. A terceira faixa de absorcao é considerada a mais critica, uma vez que se
encontra na regiao de luz visivel (ao redor de 450 nm), a qual favorece degradacao
(ALVES & JAIME, 2006).

2.3.2 Oxidacao lipidica

Acidos graxos insaturados geralmente s&o alvos do ataque de radicais livres e de
oxigénio singlete, seguido pela formagdo de perdxidos ou hidroperoxidos. Leite
embalado em embalagem transparente e armazenado sob luz fluorescente apresenta
altos niveis de hexanal e acido tiobarbiturico (TBA), resultante da foto-oxidacao lipidica,
comparado com o leite armazenado em embalagem opaca ou cartonada (ERICKSON,
1997).

A oxidagao lipidica pela riboflavina sensibilizada é um importante fator no
desenvolvimento de off-flavor, embora a taxa de degradacéo lipidica pela riboflavina
seja relativamente baixa quando comparada com a oxidacao de proteinas (AURAND et
al, 1966; DIMICK, 1982). O off-flavor de rango é causado pela oxidacao de lipidios
devido a acao do oxigénio singlete com formacao de hidroperdxidos. Esses produtos
sao instaveis e originam compostos volateis como aldeidos, cetonas e acidos graxos de

cadeia curta, responsaveis pelo off-flavor de ranco.

Varias condicbes devem ser cumpridas para proteger suficientemente os
alimentos contra a foto-oxidacdo. Dentre elas, deve-se controlar as condicbes de

armazenamento, o espectro de emissdo da fonte de luz utilizada, o espectro de
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transmissao, assim como a permeabilidade da embalagem ao oxigénio (BORLE, et al,
2001).

A luz fluorescente € comumente utilizada em supermercados para expor
produtos lacteos e prové boas condi¢des para absorcao de luz pela riboflavina (VITERI
et al, 2003). A distribuicao das formas reativas de oxigénio (Figura 4) formadas pela
sensibilizacao da riboflavina depende da disponibilidade de oxigénio, da concentracao
de riboflavina e outras substancias oxidantes ou inativadoras (CHOE et al, 2005).

302 pmmmeeees \
Rf + hy — TRf* —°Rf* —= Rf +10,!

.........

. Rf*"+RH'* RfH +R
E 3o2l 302lRfH'
. Rf+0,~  2Rf +H,0, !

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

Figura 4. Representacdo esquematica das espécies reativas formadas a partir da
sensibilizacao da riboflavina (MONTENEGRO et al., 2007).

A embalagem pode prevenir diretamente o desenvolvimento de off-flavor,
protegendo o conteldo contra agao de luz e oxigénio (VASSILA et al, 2002). Porém, os
problemas com todos os tipos de embalagens plasticas incluem alta transmissao de luz
e permeabilidade ao oxigénio (RYSSTAD et al, 1998).

Nao ha até o momento, pesquisas que avaliem a interacao entre a luteina e a foto-
oxidacao que ocorre em produtos lacteos durante estocagem refrigerada comercial, em

decorréncia da acao da riboflavina sensibilizada pela luz.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a estabilidade oxidativa do queijo Prato adicionado de luteina,
acondicionado em embalagem termoencolhivel, transparente e pigmentada, durante

armazenamento refrigerado, e sob incidéncia de luz.

3.2 Objetivos Especificos

» Avaliar a estabilidade da luteina no queijo Prato;

* Avaliar o comportamento da riboflavina no queijo Prato;

» Monitorar o desenvolvimento de produtos primarios e secundarios provenientes
da oxidacao lipidica do queijo Prato;

» Verificar a aceitacao sensorial e intencdo de compra do queijo Prato adicionado
de luteina.

* Avaliar a influéncia da presenca de luteina no processo de oxidagao lipidica do
queijo Prato.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Fabricacao do queijo Prato

O leite cru (300 litros) utilizado na fabricacdo do queijo Prato foi obtido no
Laticinio Ati latte (ltatiba, SP), transportado em latdes até a planta piloto do laboratério
de Leite e Derivados do DTA/FEA/UNICAMP e mantido sob refrigeracao (5 + 2 T) em
camara-fria para posterior analise e processamento. O leite foi pasteurizado em
trocador de calor a placas a 72 C/ 15 s, resfriado a 4 £ 1 C, armazenado em latdes de

50 litros e mantido em camara fria a temperatura menor que 5 € por uma noite.

O leite pasteurizado foi dividido em duas partes iguais (150 litros), uma para cada
tipo de tratamento. O primeiro tratamento consistiu na fabricacao de um queijo controle
(QC), sem adicao de corante, e 0o segundo tratamento consistiu na adicdo de uma
formulagdo comercial contendo 20% de luteina, de grau alimenticio, Lutein 20% FS,
adquirida da DSM Nutritional Products. A formulacdo contém cristais micronizados de
luteina (extraidos da flor Tagetes erecta) dispersos em 6leo de milho, e adicionado de
dl-a-tocoferol como antioxidante (Anexo 1). Para a producao dos queijos Prato, utilizou-
se cultura lactica Lyofast MOS 062 E (Sacco Brasil, Campinas, SP, Brasil) composta de
Streptococcus thermophilus, Lactococcus lactis subsp. lactis e/ou subsp. cremoris, na

proporcao de 4:4:2 respectivamente.

Dois tanques de queijo foram fabricados por dia, um para cada tratamento,
resultando num total de quatro ensaios, previamente aleatorizados. Cada parte de leite
foi transferida para o tanque de fabricagdo automatico (Biosinox, Lambari, MG, Brasil),
com capacidade para 150 litros, composto de lira para corte e agitacao ajustavel. O leite
foi inicialmente aquecido a 35T, sendo entdo adici onados, a cultura, cloreto de calcio
50% (200 ppm), formulacao de luteina (0,04%) e 0,06% de polissorbato 80 (Oxiteno,
Sao Paulo, SP, Brasil, Anexo 2) como emulsificante para a dispersdao da formulacao
oleosa de luteina no leite.
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O uso de emulsificante foi necessario para a dispersao da luteina lipossoluvel ja
gue o leite é constituido em média por 87,3 % de agua e 3,9 % de gordura (WALSTRA
& JENNESS, 1984). Uma série de testes foi realizada preliminarmente, com a adi¢cao de
diferentes emulsificantes alimenticios em concentracdes distintas. Os emulsificantes
testados foram lecitina, lecitina modificada e polissorbato 80, que possuem,
respectivamente, um HLB (Balanco hidrofilico-lipofilico) crescente. A escolha do
emulsificante foi baseada nos resultados de menor perda de luteina no soro e,
consequentemente, maior incorporacao de luteina a massa de queijo. O polissorbato
80, na concentracao de 0,06%, foi o que apresentou resultados mais satisfatérios, como
mostra a Figura 5.

Figura 5. Leite adicionado de luteina para fabricacdo de queijo Prato e soro de queijo
resultante.

Para a coagulagéo do leite, foi utilizado coalho bovino em pd (Chr. Hansen,
Valinhos, SP, Brasil), em quantidade suficiente para coagular o leite em 35 minutos.
Apés a verificacdo do ponto de corte, o gel foi cortado durante 10 minutos, o que
resultou em cubos com aproximadamente 1,0 cm de aresta. Iniciou-se, entdo, uma
agitacio lenta por cerca de 15 minutos (1 mexedura), seguida pelo aquecimento
indireto da coalhada com aumento progressivo da agitagdo (2% mexedura) para o
semicozimento da massa até 42<C, na proporcdo de 1°C a cada 2-3 minutos. Apds o
término do aquecimento, o soro foi drenado, a massa colocada em formas retangulares
de 1,0 Kg, e levadas para a prensa vertical pneumatica (Inoxmilk, Lambari, MG, Brasil).
A prensagem foi realizada em trés etapas: a primeira, por 15 minutos a pressao de 20
psi, a segunda, por 30 minutos a pressao de 40 psi e a terceira por mais 90 minutos a
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pressao de 50 psi. Durante a prensagem, os queijos foram virados na forma e mudados

de posicao na prensa.

Ao final da prensagem os queijos foram cortados ao meio e encaminhados para
a etapa de salga em salmoura (5 € e 20% de sal) por 12 horas. Apds a salga, os
queijos foram secos a 12 C por 48 horas e, entdo, embalados a vacuo em sacos
plasticos termoencolhiveis, constituidos de co-extrusados de poliamidas e poliolefinas,
fornecidos pela SPEL (Sao Paulo, SP. Brasil). Metade dos queijos foram embalados em
embalagens pigmentadas (cor vermelha) e a outra metade em embalagens
transparentes. O Anexo 3 apresenta o espectro de transmitdncia das embalagens.
Depois de embalados, os queijos foram igualmente distribuidos em estufas BOD
Marconi modelo MA 415® (Piracicaba — SP, Brasil) e estocados na presenca e
auséncia de luz fluorescente (1000 + 100 lux). A lampada fluorescente TL8® 15 W da
OSRAM (Osasco, SP - Brasil) foi instalada na BOD de forma que a incidéncia de luz
fosse perpendicular as estantes, onde os queijos foram armazenados. As amostras
armazenadas sob luz receberam radiagdo na parte superior, em condicées semelhantes
as encontradas em supermercados (Figura 6). Os queijos foram virados a cada 7 dias,
durante o periodo de maturacdo. As amostras foram mantidas a 12<C, durante os 56
dias de estocagem, sendo escolhidas aleatoriamente e avaliadas periodicamente para
determinacao dos teores de luteina, degradacao da riboflavina e dos produtos oriundos

da oxidacao de gordura do queijo.
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Figura 6. Queijos armazenados na presenca de luz em BOD adaptada.

4.2. Procedimento de amostragem

No momento da chegada do leite cru integral na planta piloto do laboratério de
Leite e Derivados foram retiradas amostras, apos devidamente misturado com ajuda de
agitador de aco inoxidavel perfurado, para analise de pH, acidez e teste do alcool, antes
de submeté-lo a pasteurizagao.

O leite pasteurizado foi avaliado quanto ao pH, acidez titulavel, extrato seco total,
gordura, cinzas e nitrogénio total. A eficiéncia da pasteurizagédo foi avaliada atravées da
atividade das enzimas lactoperoxidase e fosfatase alcalina.

As amostras para as analises de composicao dos queijos foram coletadas apés 5
dias de fabricacdo do queijo. As pecas de queijos tomadas aleatoriamente, e divididas
em trés partes, sendo duas laterais e uma central. A parte central foi cortada em cubos
menores, triturada em multiprocessador e homogeneizada manualmente. O material
assim obtido foi acondicionado em frascos plasticos, sem espaco livre. As amostras

foram mantidas sob refrigeracéo a 5 °C até sua utilizacao.
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Para o acompanhamento da estabilidade oxidativa da luteina e da gordura
durante a estocagem, as amostras foram randomicamente escolhidas, trituradas em
multiprocessador e homogeneizadas para a constituicio de uma amostra
representativa. As amostras foram avaliadas aos 0, 14, 28, 42, 56 dias de estocagem
refrigerada quanto aos teores de dienos conjugados, peroxidos, substancias reativas do
acido tiobarbitarico (TBARS). Antes da trituracdo das amostras, foram retiradas uma
fatia central do queijo (1cm de espessura) para realizar a determinacao de cor e outra
fatia (0,3 cm de espessura) para a determinacdo da degradacao de riboflavina. Todas

as andlises foram realizadas em triplicata.

4.3 Determinacao da composicao do leite e do queijo Prato

As andlises de composicao do queijo Prato foram realizadas em triplicata. O pH
foi determinado por meio de método potenciométrico, em potencibmetro da marca
Digimed modelo DM22® (Sdo Paulo, SP - Brasil), conforme AOAC 935.17 (1995). A
determinacao de acidez foi realizada em triplicata, segundo AOAC (1995) e expressa
em % de acido latico. O teor de extrato seco total (EST) foi determinado
gravimetricamente, em estufa sob circulacao forcada de ar, a 100 C durante 24 horas,
de acordo com AOAC 925.23 (1995). A determinacao do teor de gordura para o leite foi
realizada segundo o método Mojonnier, descrito em AOAC 989.05 (1995), tendo sido
realizadas trés extracdbes com alcool etilico, éter etilico e éter de petréleo. A fase
organica foi coletada em placas de vidro, as quais permaneceram em placa aquecida
até total evaporacdo dos solventes, sendo posteriormente levadas a estufa a 105 T,
durante 50 minutos. Para determinar o teor de gordura do queijo foi utilizado o método
de Gerber (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985), sendo utilizado butirométro de Gerber
especial para amostras solidas, com uso de acido sulfurico para digestdao da amostra
(menos a gordura) e separacao em centrifuga com adi¢cdo de alcool iso-amilico para
auxiliar na separacdo das fases aquosa e gordurosa. Os teores de nitrogénio e
proteina foram determinados pelo método de Kjeldahl, segundo AOAC 991.20 (1995) e
BARBANO (1991), sendo utilizado o método de micro-Kjeldhal para leite e macro-
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Kjeldhal para queijo. A porcentagem de proteina total foi obtida pela multiplicacdo da
porcentagem de nitrogénio por 6,38. Para analise do teor de sal dos queijos foi
empregado o método de Volhard. Todas as andlises fisico-quimicas foram realizadas
em triplicata.

4.4 Estabilidade oxidativa do queijo Prato

4.4.1 Avaliacao da degradacao de riboflavina

A determinacdo da degradacdo de riboflavina (RBF) foi realizada em
espectrofluorimetro Cary Eclipse® (Varian, Palo Alto, CA, USA) equipado com
acessorio (Varian Accessory Solid Sample, Melbourne, Australia) capaz de regular a
inclinagdo do angulo de posicionamento da amostra para permitir medidas em front-
face, a fim de minimizar a radiacao que reflete e se espalha durante a incidéncia da luz
na amostra. O melhor angulo foi 35°em relacdo a lu z incidente. Uma amostra circular
de queijo (0,5 cm de diametro x 0,3 cm de espessura) foi acoplada ao acessoério para
amostras sélidas do espectrofluorimetro. As fendas de excitacdo e emissdo foram
iguais (5 nm), o tempo de integracao foi 0,1 s e o incremento no comprimento de onda
do espectro de varredura foi de 2 nm. A emissao foi medida entre 400 nm a 700 nm,

com excitagdo da amostra a 380 nm.

4.4.2 Analise de luteina

Foi pesado 0,20 + 0,01 g de amostra de queijo homogeneizado em céapsulas de
porcelana, e adicionada a mesma quantidade de hyflosupercel. Em seguida, adicionou-
se acetato de etila e a amostra foi macerada com o auxilio de pistilo. O extrato foi
transferido para tubo de vidro, centrifugado a 3500 g/ 5 minutos a 20C, sendo o
sobrenadante transferido para um erlenmeyer. O processo de extracao e centrifugacao
foi repetido 5 vezes, para extracao exaustiva dos carotendides presentes no queijo. Os
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extratos foram combinados e transferidos para um funil de separacao contendo a
mistura de éter etilico:éter de petréleo (2:1, v/v) para a etapa de particao. O extrato foi
lavado com 4 L de agua destilada, recolhido em erlenmeyer e adicionado de sulfato de
sédio anidro para adsorcao de residuos de agua da etapa de lavagem. Em seguida, o
extrato foi transferido para um baldo de fundo redondo e o solvente foi completamente
evaporado em evaporador rotatério (T < 38 ). O extrato seco foi entdo redissolvido
em etanol e o volume foi aferido em baldao volumétrico de 10 mL, de onde uma aliquota
de 1,7 mL foi retirada e diluida novamente para volume de 10 mL. A absorbancia do
extrato a 445 nm foi medida em espectrofotobmetro UV-visivel (Agilent 8453, Santa
Clara, EUA) e a concentragao dos carotendides totais foi calculada de acordo com a lei
de Lambert-Beer (equacéo 5).

4
C(ug/mL) = AFT# (equacao 5)

lem

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

absorbancia a 445 nm e E,” é a absortividade da luteina a 445 nm (2550) utilizando

Tem
etanol como solvente.

O teor de luteina do queijo Prato, adicionado de formulacdo de luteina, foi
calculado pela diferenca entre os teores de carotendides totais do queijo Prato com
luteina e do queijo Prato sem adicao de luteina e expressos em micrograma de luteina
por grama de queijo.

4.4.3 Analise de dienos conjugados

A quantificacao de dienos conjugados foi realizada de acordo com a metodologia
da AOAC (1984), com modificacdes (LUGASI et al, 2007). Foram pesados 1g de
amostra homogeneizada, adicionados 20 mL de iso-octano, e homogeneizados durante
dois minutos, em vortex. As amostras foram filtradas em filtro de acetato de celulose.

Uma aliquota de 2 mL foi transferida para baldo de 25 mL e o volume ajustado com iso-
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octano. As leituras de absorbancia foram realizadas a 233 nm em espectrofotdmetro
UV-visivel Agilent 8453®,

4.4.4 Analise de peroxidos

A determinacdo de peréxidos foi realizada pelo método do IDF (International
Dairy Federation) 74A:1991 (IDF, 1991). Para a quantificagdo uma amostra de 20g de
queijo foi centrifugada a 13500 rpm em centrifuga Beckman Coulter Allegra 64R
(Califérnia, EUA), durante 60 minutos, para extragao lipidica. Uma aliquota de 200 pL
de gordura para o queijo com luteina e de 800 uL de gordura para o queijo sem luteina
foi retirada e colocada em tubo de ensaio para reacao com tiocianato de amoénio e
solucdo de Fe*?. A leitura da absorbancia em espectrofotdmetro UV-visivel Agilent
8453®, foi feita apés 5 minutos de reagdo no comprimento de onda de 500 nm. Os
resultados foram expressos em miliequivalentes de O, por quilo de gordura.

4.4.5 Analise de substancias reativas com o acido tiobarbiturico (TBARS)

A determinacado das substancias reativas com o &cido tiobarbiturico foi realizada
segundo Bragagnolo, Danielsen e Skibsted (2005). Foram pesados 25,0 + 0,20g de
amostra homogeneizada em tubo de centrifuga, e a centrifugacao realizada a 12500
rom durante 60 minutos para a extracado lipidica. Todo sobrenadante foi transferido
quantitativamente para tubo cénico, tipo falcon, adicionado de 10 mL de solucéo
contendo &acido tricloroacético 7,5% (TCA), acido etilenodiaminotetracético 0,1% (EDTA)
e galato de propila 0,1% (PG), e homogeneizado em agitador tipo vortex, por 45
segundos. O homogeneizado foi filtrado para um béquer em filtro de acetato de
celulose. Do filtrado, foram pipetados 5,0 mL para um tubo de 30 mL com tampa
rosqueada e adicionados 5,0 mL de solugéo de acido 2-tiobarbitarico (TBA) 0,02 mol/L.
Foi preparado um branco com 5,0mL de solugé&o de TBA e 5,0 mL de solugédo contendo
TCA 7,5%, EDTA 0,1% e PG 0,1%. Em seguida, as amostras foram novamente
homogeneizadas em vortex, por 10 segundos. Os tubos foram aquecidos em banho de
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agua em ebulicao por 40 minutos, resfriados em banho de gelo, e a absorbancia foi lida
em espectrofotdmetro UV-visivel Agilent 8453° a 450 nm.

Aplicando a anélise de TBARS ao queijo Prato foi observada a formacao de
cor amarela na solucéo da analise com um maximo de absorbancia a 450 nm, e nao
o aparecimento da cor vermelha com absorbancia em torno de 530 nm,
normalmente encontrada nessa analise. O aparecimento da coloracao amarela, ao
invés do vermelho é tipico em produtos lacteos, e é normalmente atribuida ao alto
teor de gorduras saturadas e acidos graxos monoinsaturados presentes na gordura
do leite, resultando principalmente na formacdo de aldeidos monoinsaturados
durante a oxidagdo (HOYLAND E TAYLOR, 1991). Os resultados para TBARS

foram expressos em ABS4so por grama de gordura em base seca.

4.5 Planejamento experimental e analise estatistica dos resultados

Um delineamento do tipo split-split-split-plot foi adotado para avaliacdo da
evolucao dos teores de dienos conjugados, perdxidos, substancias reativas do acido
tiobarbitdrico (TBARS) e luteina com o tempo de estocagem refrigerada. O fator
estudado foi a adi¢cdo da formulacao de luteina no queijo, sendo o tipo de embalagem e
exposicao a luz sub-parcelas do corante luteina, e o tempo de estocagem, uma sub-
parcela do tipo de embalagem e da exposi¢cdo a luz, como ilustrado na Figura 7. 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 avaliacbes de
luteina, dienos conjugados, peroxidos e TBARS foram avaliadas por analise de
variancia (ANOVA). As comparagbes entre o0s niveis significativos dos fatores
envolvidos e os graficos foram feitos com auxilio do programa Statistica versao 7.0
Statsoft ®.
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4.6 Aceitacao sensorial e Intencao de compra

A andlise sensorial do queijo Prato foi realizada no Laboratério de Andlise
Sensorial do DTA, FEA, UNICAMP, no 30° dia de estocagem refrigerada, aplicando um
teste de aceitacdo a 103 provadores nao treinados consumidores de queijo Prato. A
realizagdo da analise sensorial do queijo Prato foi aprovada pelo Comité de Etica em
Pesquisa da UNICAMP sob numero de protocolo 858/20009.

A analise sensorial foi realizada em duas etapas. Na primeira, foi realizada uma
analise de aceitacdo com amostras de queijo Prato com luteina, sem luteina e uma
amostra comercial, para os atributos sabor e textura, sob luz vermelha para néo haver
influéncia da cor na resposta dos provadores. Na segunda parte, foi realizada uma
analise de aceitacao visual dos queijos Prato adicionado de luteina e comercial para os
atributos aparéncia e cor, sob luz branca. Todos os queijos estavam no trigésimo dia de

maturagao.

Os testes foram realizados em cabines individuais e os queijos Prato com luteina,
sem luteina e comercial foram servidos na forma de cubos com aproximadamente 20g.
As amostras foram apresentadas, uma a uma, controlando os efeitos de posicao (carry-
over), conforme proposto por Macfie e Bratchell (1989). As amostras foram servidas
acompanhadas de biscoito cream cracker e agua mineral a temperatura ambiente, para
remocao do sabor residual entre as amostras.

Foi utilizada escala hedénica estruturada mista de nove pontos (1 = desgostei
extremamente; 5 = nem gostei/nem desgostei; 9 = gostei extremamente) para avaliar o
produto quanto a cor, aparéncia, sabor e textura (STONE & SIDEL, 1993). Para avaliar
a intencao de compra foi empregada escala hedbnica de cinco pontos (1 = certamente
nao compraria; 3 = talvez comprasse/talvez ndo comprasse; 5 = certamente compraria).
Também foi entregue um questionario sobre consumo de queijo Prato aos provadores
junto com o termo esclarecido de livre consentimento na participagéo da pesquisa. As
Fichas de Aceitacdo Sensorial dos queijos Prato que foram apresentadas aos
provadores estao apresentadas na Figura 8.
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AVALIACAOQ SENSORIAL DE QUELID PRATO

Home: Drata:

WVock esta recebendoe uma amostra de gqueijo Prato. Por favor, prove a ameostra e avalie o gquanto vocg gostou ou
desgoston da amostra em relacfo 4 sabor e textura utilizando a escala fixada na mesa.

ANOSTRA:

Sahor Textura

Comentérios:

Por fawor, INDIQUE COM UM CIRCULD, qual a sua INTENCAO DE COMPRA em relagio ao produto:

5. Certamente comprania este produto

4. Provavelmente comprana este produto

3. Tenho diwidas se commprana ou nfo este produto
2. Provavelmente ndo comprana este produto

1. Certamente nfo compraria este produto

Home: Diata;

Wock esta recebendo uma amostra de queijo Prato. Por favor, avalie visualmente o quanto vocg gostou ou
desgostou da amostra em relagio & aparéncia e cor utilizando a escala fizada na mesa

AWMOSTEA:

Aparéncia Cor

Comentériog:

Por fawvor, INDIQUE COM UM CIRCULD, qual a sua INTENCAO DE COMPRA em relagio ao produto:

5. Certamente compraria este produto

4. Provavelmente compraria este produto

3. Tenho duvidas se compraria ou nfo este produto
2. Provavelmente nfo compraria este produto

1. Certamente nfo compraria este produto

Figura 8. Fichas de aceitacao aplicada aos provadores.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Composicao do leite pasteurizado
A Tabela 1 apresenta os resultados para a composicao dos leites pasteurizados
com luteina e sem luteina, utilizados para a fabricacao do queijo Prato.

Tabela 1. Composi¢cdo média do leite pasteurizado com e sem adi¢do de formulagcéo de
luteina (n=2) *.

Leite pasteurizado sem Leite pasteurizado com

COMPOSICAO luteina adicdo de luteina
pH 6,76 £ 0,12 6,68 +0,18
Acidez (% Ac. Latico) 15,45 + 1,06 16,31 + 0,81
Gordura (%) 3,16 £ 0,12 3,23 + 0,03

EST (%) 11,65 + 0,22 11,72 £ 0,64
Proteina (%) 3,11 £ 0,05 3,03+0,13
Cinzas (%) 0,71 £ 0,03 0,72 0,01

‘Médias e desvio padrdo analises em triplicata; n= n°de replicatas de processamento
EST: Extrato seco total

Os resultados mostraram teores levemente maiores de gordura e EST no leite
adicionado de luteina, fato ja esperado, uma vez que a formulacdo de luteina utilizada
era uma suspensao oleosa (96,05% de gordura) de cristais de luteina. Em geral, a
composicdo dos leites apresentou valores dentro dos limites estabelecidos pela
Instrugdo Normativa 51 (BRASIL, 2002) que define minimo de 3% de gordura para leite
pasteurizado. Os valores de pH entre 6,6 - 6,8 e a acidez titulavel na faixa de 15 - 16

% de acido lactico indicam um leite de boa qualidade.
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5.2 Composicao do queijo Prato

Na Tabela 2 sdo apresentados os valores de composi¢cao dos queijos Prato

com e sem adicao de formulacao de luteina.

Tabela 2. Composicdo média dos queijos Prato com e sem adicdo de
formulacgao de luteina (n=2) *.

COMPOSICAO Queijo Prato sem luteina Queijo Prato com luteina
pH 511+0,12 5,24 + 0,04
Acidez (% &c. latico) 0,39 £ 0,05 0,38 £ 0,03
Gordura (%) 26,50 £ 0,12 27,00 £ 0,05
GBS (%)** 57,00 £ 1,20 59,20 + 1,50
Umidade (%) 46,42 + 0,91 44,86 + 1,19
Proteina (%) 20,13 £ 0,06 21,79+ 0,93
Cinzas (%) 4,12 £ 0,07 4,13 +0,08
Sal (%) 1,77 £ 0,14 1,83+0,18
* Médias e desvio padrdo andlises em triplicata; n= n° de replicatas de
processamento;

** GBS: Gordura em base seca.

O Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade do Queijo Prato
(BRASIL, 1997) classifica o queijo Prato como um queijo gordo, que deve possuir
entre 45 e 59,9% de matéria gorda no extrato seco e entre 36 e 45,9% de
umidade. A Tabela 2 mostra que os queijos Prato encontram-se dentro dos
padrées estabelecidos pela legislagao vigente.

O queijo Prato com luteina apresentou maior teor de gordura e extrato
seco quando comparado com o queijo Prato sem a adicdo de luteina, reflexo do
maior teor de gordura do leite com luteina (Tabela 1). A fabricagdo do queijo é um
processo de concentragdo de gordura e proteina do leite e, portanto, o0 maior teor
de GBS do queijo com luteina é consequiéncia desse processo de concentracao

da gordura do leite.
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5.3 Estabilidade oxidativa do queijo Prato

O processo de oxidacao da gordura em produtos lacteos, iniciado por auto-
oxidacdo ou foto-oxidacdo, resulta na produgcdo dos mesmos compostos de
degradacao intermediarios e finais de oxidacao (dienos, peréxido e TBARS). A
principal diferenca é na etapa de iniciagdo da reacdo de oxidacdo. Na foto-
oxidacdo de produtos lacteos, a reacdo € iniciada pela riboflavina sensibilizada
pela luz, que absorve e transfere a energia luminosa para moléculas de oxigénio
altamente reativas, desencadeando o processo de oxidacdo de gordura e
proteina e provocando a degradagao da riboflavina.

5.3.1 Degradacao da riboflavina

A avaliagdo da degradacao da riboflavina foi realizada por espectroscopia
de fluorescéncia, que consiste em um método rapido, ndo destrutivo, com alta

sensibilidade e especificidade.

A Figura 9 apresenta o comportamento da riboflavina no queijo Prato sem
a adicao de formulagéo de luteina, acondicionado em embalagens pigmentada e
transparente, estocado na presenca ou auséncia de luz, por 56 dias. As Figuras
9 (a) e 9 (c) mostram que no queijo Prato sem adicao de luteina, sob incidéncia
de luz, houve redugdo da fluorescéncia ao redor de 525 nm, indicando
degradagdo da RBF (aproximadamente 35,3 %) com o tempo de estocagem,
independente do tipo de embalagem utilizada. Um perfil semelhante de redugéo
de fluorescéncia da riboflavina foi observado por Wold e colaboradores (2002,
2006) e Andersen e colaboradores (2005) durante a avaliagdo de foto-oxidacao
em produtos lacteos. Na auséncia de luz, nao houve degradacao da riboflavina
(Figuras 9 (b) e 9 (d)). A degradacao da riboflavina aumentou com o aumento do

tempo de estocagem.
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Figura 9. Degradacgao da riboflavina com o tempo nos queijos sem a adi¢cao de formulagdo de luteina. (a) embalagem pigmentada na presenca
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auséncia de luz.
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A Figura 10 apresenta o comportamento da riboflavina no queijo Prato
adicionado de formulagdo de Iuteina, acondicionado em embalagem
pigmentada e transparente, na presenca e auséncia de luz, durante estocagem
de 56 dias.

Nao houve degradacdo da riboflavina nos queijos com adicdo da
formulacdo de luteina, independente do tipo de embalagem utilizada (Figuras
10(a) 10(c)) e da presenca (Figura 10(a)) ou auséncia (Figura (10b)) de luz.
Portanto, quando os queijos foram adicionados de luteina, esta protegeu a
riboflavina da foto-oxidagc&o, com a riboflavina permanecendo estavel durante o

tempo de estocagem, o que pode ser visto nos graficos da Figura 10.

A luteina é um desativador efetivo de moléculas excitadas
eletronicamente (sensibilizadores — S*), que estdo envolvidas na geragao de
radicais livres e de oxigénio singlete ('O,). Desta forma, a estratégia de defesa
da luteina contra as reagdes de foto-oxidagdo baseia-se em mecanismos de
desativacdo dos sensitizadores excitados eletronicamente, de transferéncia de
energia onde o 'O, retorna ao estado fundamental, e como filtro a luz azul
(YOUNG e LOWE, 2001).

Entretanto, Cardoso et al, (2007) ao estudarem o mecanismo de
desativacéo da riboflavina excitada por ascorbato, carotendides e tocoferdis em
sistemas modelo verificaram que o [B-caroteno, o licopeno e a crocina nao
inativaram o estado excitado da riboflavina. No entanto, os carotendides
diminuiram a formacao da riboflavina no estado triplete por atuarem como filtro

aluz azul.

O papel protetor da luteina contra a foto-oxidagao da riboflavina também
foi observado por Domingos (2010) em iogurte adicionado de luteina. Quando
presente, a luteina exerceu um papel protetor, impedindo a degradacdo da

riboflavina e aumentando a estabilidade oxidativa do iogurte.
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Figura 10. Degradacgao da riboflavina com o tempo nos queijos adicionados de luteina. (a) embalagem pigmentada na presenca de luz; (b)
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5.3.2 Estabilidade da luteina

A Tabela 3 apresenta os teores de luteina do queijo adicionado de formulacéo de
luteina em embalagem transparente e pigmentada, na presenca e auséncia de luz,
durante o armazenamento refrigerado. O queijo sem luteina contém somente os
carotendides provindos da gordura do leite; j& no queijo com luteina, os carotendides
totais sdo oriundos da gordura do leite e da luteina adicionada. Portanto, o teor de
luteina foi obtido pela diferenga entre os teores de carotendides totais do queijo com e
sem adi¢do do formulado de luteina. A tabela com os valores de carotendides totais do
queijo Prato com e sem adicao de formulacao de luteina é apresentada no Anexo 4.

Tabela 3 - Teores de luteina no queijo Prato adicionado de formulacdo de luteina,

acondicionado em diferentes embalagens, na auséncia e presenga de luz (n=2)".

Luteina (ug/g de queijo) **

Embalagem Transparente Embalagem Pigmentada

Dias de Estocagem Com luz Sem luz Com luz Sem luz
0 670,57+4,11 694,06 £29,15 670,48 4,05 694,09 +29,10
14 667,71 £48,35 648,68 +744,44 665,37 £11,96 679,39 * 4,69
28 704,94 +20,19 704,39 6,22 706,68 +28,12 702,86 + 37,16
42 705,31 £50,28 723,51 +57,05 713,72+68,19 701,30+73,32
56 717,11 £37,24 736,52 £4,41 712,47 £38,38 709,16 + 26,42

*k

*Médias e desvio padrdo de analises em ftriplicata; n= n° de replicatas de processamento;
Valores obtidos pela diferenca dos teores de carotendides totais de queijo com e sem adi¢éo
de luteina.

Os teores de luteina se mantiveram praticamente constantes durante todo o
periodo de armazenamento do queijo. A Tabela 4 apresenta a avaliacao estatistica do
efeito do tipo de embalagem, da exposicao a luz e do tempo de estocagem no teor de

luteina dos queijos.
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Tabela 4. Quadrados médios e probabilidades para teor de luteina dos
queijos durante o tempo de estocagem.

Luteina

Fatores gl QM p

Embalagem 1 29,877 0,9335
Luz 1 355,156 0,3781
Embalagem x luz 1 54,920 0,7019
Tempo 4 3.901,020 0,0634
Embalagem x tempo 4 244,868 0,9486
Luz*tempo 4 230,620 0,9536

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

O tipo de embalagem (p=0,93345) nao influenciou o teor de luteina durante o
periodo de estocagem, apesar da embalagem pigmentada apresentar maior barreira a
passagem de luz em relacdo a embalagem transparente (Anexo 3). A presenca ou
auséncia de luz (p=0,37809) também n&o influenciou o teor de luteina, indicando que a
luteina ndo sofreu fotodegradagéo.

Nao houve diferenga significativa do teor de luteina com o aumento do tempo de
estocagem refrigerada (p=0,0634). A Figura 11 mostra o comportamento da luteina
durante o periodo de estocagem do queijo, evidenciando que tanto a embalagem como
a luz nado influenciaram na estabilidade da luteina adicionada ao queijo Prato no
decorrer da estocagem refrigerada. Isso significa que praticamente toda a luteina
adicionada estara disponivel, mesmo ao fim da vida de prateleira do queijo, que € de 60
dias.
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Figura 11. Influéncia da luz e do tipo de embalagem sobre o teor de luteina no queijo Prato
durante o armazenamento refrigerado.

Jones e colaboradores (2005), ao estudarem a adicdo de formulacao de luteina
em queijo Cheddar observaram também que a luteina se manteve estavel durante o
periodo de estocagem. Tokusoglu e colaboradores (2008) também observaram que a
luteina n&o foi degradada quando adicionada a produtos lacteos. Segundo Mercadante
(2008), a presenca de macromoléculas oferece certa fotoprotecao aos carotendides em
alimentos, através da complexagdo com os carotendides ou agindo como filtro, o que

reduz a incidéncia de luz.
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5.3.3 Dienos conjugados

Dienos conjugados s&o os primeiros compostos a se formarem durante o
processo de oxidagao de gorduras. Possuem origem no processo de oxidacao
de acidos graxos poli-insaturados, e na verdade, resultam da isomerizacao e
do rearranjo que ocorre com as posicoes das ligagcdes duplas desses acidos
graxos. Dienos conjugados possuem ligagcdes duplas separadas por uma
ligacao simples (HAMILTON, 1983).

A oxidacdo dos acidos graxos poli-insaturados € acompanhada do
aumento da absorgdo de UV em 233 nm para insaturagdo dieno e 268 nm
para insaturagéo trieno (WANASUNDARA & SHAHIDI, 1994).

Os valores de dienos conjugados para 0s queijos com e sem adicao de
formulacdo de luteina, acondicionados em embalagem pigmentada e
transparente, na presenca e auséncia de luz, durante o tempo de estocagem
sao apresentadas na Tabela 5.

36



Tabela 5. Teor de dienos conjugados em queijo Prato adicionado de formulagdo de luteina, acondicionado em diferentes
embalagens, na auséncia e presenga de luz (n=2)".

Dienos Conjugados (ABSzs3.9™ (gordura)

Sem luteina Com luteina
Embalagem Transparente Embalagem Pigmentada Embalagem Transparente Embalagem Pigmentada
Dias de
estocagem Com luz Sem luz Com luz Sem luz Com luz Sem luz Com luz Sem luz

0 193,16 +2548 173,18 +9,33 187,55+ 15,60 213,69 +17,54 228,79 + 37,36 193,74 +29,20 200,76 + 28,70 216,36 + 30,66
14 269,82 £ 18,16 208,55 + 62,62 288,54 + 53,42 284,55 + 43,40 342,93 +13,21 307,18 +25,67 332,91 £+ 10,81 304,89 + 21,82
28 342,68 +28,90 295,64 +34,51 336,24 +£76,57 346,79 +98,75 312,19 +42,02 370,41 +16,84 378,26 + 15,22 353,03 + 35,83
42 327,67 +16,96 337,88 £20,63 354,71 £22,76 329,70 + 35,74 309,86 +48,00 352,73 +55,50 357,57 +29,03 326,11 +74,29

56 355,37 +12,10 324,95+ 31,21 302,48 + 49,36 330,36 + 16,46 365,07 + 41,38 380,23 + 51,63 350,80 + 12,03 335,31 + 94,64
* Médias e desvio padréo andlises em triplicata; n= n°de replicatas de processamento.
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A Tabela 6 apresenta a avaliacdo estatistica do efeito da adicdo de
luteina, do tipo de embalagem, da exposicao a luz e do tempo de estocagem
no teor de dienos conjugados dos queijos.

Tabela 6. Quadrados médios e probabilidades para teor de dienos dos queijos
durante o tempo de estocagem.

Dienos

Fatores gl QM p

Luteina 1 13.293,79 0,5449
Embalagem 1 960,60 0,6752
Luteina x embalagem 1 1.168,20 0,6459
Luz 1 1.156,54 0,5279
Luteina x luz 1 271,99 0,7546
Embalagem x luz 1 271,99 0,7546
Tempo 4 59.251,86 0,0000*
Luteina x tempo 4 1.905,55 0,3359
Embalagem x tempo 4 1.594,88 0,4259
Luz*tempo 4 764,17 0,7534

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

Como pode ser visto na Tabela 6, a adi¢cdo de luteina (p=0,5449), o tipo
de embalagem (p = 0,6752) e a luz (p = 0,5279) nao influenciaram

significativamente o teor de dienos conjugados.

Tanto a embalagem transparente quanto a embalagem vermelha
apresentam a mesma transparéncia em baixo comprimento de onda, e a
formacao de dienos é influenciada principalmente pela luz UV, o que explica
por que a luz e o tipo de embalagem néo afetaram significativamente o teor de
dienos conjugados .

O efeito do tempo de estocagem sobre o teor de dienos conjugados foi
estatisticamente significativo (p=0,00000), como mostra a Tabela 6. A Figura
12 apresenta o efeito do tempo de estocagem no teor de dienos conjugados. O
teor de dienos conjugados aumentou até do dia 28, a partir do qual

permaneceu praticamente constante até os 56 dias de estocagem refrigerada.
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Figura 12. Efeito do tempo no teor de dienos conjugados.
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5.3.4 Peroxidos

Os peroxidos sao produtos primarios de oxidacao de acido graxos poli-
insaturados. Esses intermediarios de ligagdo sao muito instaveis, sobretudo a
alta temperatura, luz e metais. Per6xidos sdo compostos incolores e inodoros,

nao podendo ser detectados sensorialmente.

A Tabela 7 apresenta os teores de perdxidos para os queijos Prato com
e sem adicdo da formulacdo de luteina, em embalagem pigmentada e
transparente, na presencga e auséncia de luz, durante o tempo de estocagem.
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Tabela 7. Teor de peréxido em queijo Prato com e sem adicdo de formulacdo de luteina, acondicionado em diferentes
embalagens, na auséncia e presenga de luz (n=2) *.

PEROXIDOS (meqO,.kg ™" gordura)

Sem luteina Com luteina

Embalagem Transparente Embalagem Pigmentada Embalagem Transparente Embalagem Pigmentada

Dias de estocagem| Com luz Sem luz Com luz Sem luz Com luz Sem luz Com luz Sem luz

0| 0,04 +0,03 0,04+0,03 0,03+0,03 0,03+0,03 0,04 +0,01 0,03+0,02 0,04 +0,02 0,04 +0,02
14| 0,06 +£0,02 0,06 +£0,02 0,05+0,02 0,06+0,01 0,13+0,00 0,12+0,01 0,12+0,01 0,13 +0,01
28| 0,06 £0,01 0,07+0,01 0,06+0,02 0,04+0,02 0,12+0,01 0,12+0,01 0,12+0,02 0,11 +0,01
421 0,10+0,01 0,09+0,03 0,10+0,04 0,07 +£0,03 0,14+0,01 0,14+0,02 0,14+0,01 0,14 +0,01
56| 0,06 £0,01 0,07+0,01 0,06+0,01 0,07+0,01 0,13+0,02 0,13+0,01 0,14+0,01 0,13 +0,01

* Médias e desvio padréo de analises em triplicata; n= n°de replicatas de processamento.
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A Tabela 8 apresenta a avaliacao estatistica do efeito da adicéo de luteina,
do tipo de embalagem, da exposicao a luz e do tempo de estocagem no teor de
peréxido dos queijos.

Tabela 8. Quadrados médios e probabilidades para teor de peroxidos dos
queijos durante o tempo de estocagem.

Peroxidos

Fatores Gl QM p

Luteina 1 0,0520279 0,0182*
Embalagem 1 0,0000716 0,3059
Luteina x embalagem 1 0,0000644 0,3252
Luz 1 0,0000781 0,3060
Luteina x luz 1 0,0000082 0,7239
Embalagem x luz 1 0,0000750 0,3143
Tempo de estocagem 4 0,0135020 0,0000*
Luteina x tempo 4 0,0027537 0,0011*
Embalagem x tempo 4 0,0000878 0,9420
Luz x tempo 4 0,0000708 0,9603

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

O tipo de embalagem (p = 0,30585), a presenca de luz (p = 0,30603) e suas
interag6es nao influenciaram significativamente o teor de peréxidos. Kristensen e
colaboradores (2001) avaliando a estocagem de queijo processado na presencga e
auséncia de luz também observaram comportamento semelhante, no qual a
presenca de luz nao influenciou a formacao de per6xido, sendo que esse valor

variou apenas com a temperatura de estocagem.

Ja a adicdo de luteina (0,01820) e o tempo de estocagem (0,00000)
influenciaram significativamente o teor de peréxido dos queijos. Entretanto, a
interacdo entre luteina e tempo também foi significativa (0,00107). Quando a

interacdo de duas varidveis exerce influéncia significativa sobre o parametro
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analisado, isso significa que elas ndo sao independentes e, portanto devem ser
analisadas em conjunto (efeito da interagdo) e ndo em separado. Assim, apenas a
interacao foi analisada. A Figura 13 indica o efeito da interagdo entre luteina e o
tempo de estocagem dos queijos.

0,18
0,16}
0,14}
012}
0,10}
0,08}

0,06

Per6xidos (meqOakg-" (gordura))

0,04 ¢

0,02 t

0,00

0 14 28 42 56 —— ComLuteina
=7 - Sem Luteina
Tempo de estocagem (dias)

Figura 13. Efeito da interacao luteina e tempo de estocagem no teor de peroxido.

Todos os queijos com luteina apresentaram maior formacao de peroxidos
com o tempo quando comparados com 0s queijos sem luteina, indicando que a
adicao de luteina favoreceu a oxidagcao da gordura. Subagio e Morita (2002), ao
adicionarem luteina em 6leo de milho, também observaram aumento no teor de
peréxidos, que foi proporcional a concentracdo de luteina. Os autores concluiram
que o carotendide estad envolvido na reacdo de oxidacdo da gordura e que a
instabilidade do carotendide é a razao para a sua agdao como pré-oxidante. Apesar
da diferenga no teor de peréxidos, ter sido pequena, o comportamento e a
tendéncia de evolucdo dos perdéxidos com o tempo foi nitidamente diferente,
principalmente aos 14 dias de armazenamento refrigerado (Figura 13). O aumento
do teor de perdxidos nos queijos adicionados de luteina nao foi acompanhado pela
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degradacao de riboflavina (Figura 10) indicando que essa formacao de perdxidos
nao tem origem na foto-oxidacéo e sim que esses produtos sdo oriundos da auto-

oxidacao de gordura do queijo Prato.

5.3.5 Substancias reativas do acido tiobarbittrico (TBARS)

A decomposicao dos peroxidos resulta em compostos de natureza muito
diversa, entre eles aldeidos, cetonas, hidroxiacidos, hidrocarbonetos, polimeros,
0S quais sao genericamente denominados produtos secundarios. Muitos desses
produtos secundarios possuem odor e sabor desagradaveis. O acido 2-
tiobarbitirico tem capacidade de reagir com os produtos de decomposi¢cao dos
acidos graxos, resultando em compostos que podem ser medidos por
espectrofotometria.

Os valores encontrados para analise de TBARS dos queijos Prato com
adicao de luteina e sem luteina, acondicionado em embalagem transparente e
pigmentada, na presenga e auséncia de luz, com o decorrer do tempo de
estocagem, sao apresentados na Tabela 9.

44



Tabela 9. Teor de TBARS em queijo Prato com e sem adicao de formulacao de luteina, acondicionado em diferentes

embalagens, na auséncia e presenga de luz (n=2)*.

TBARS (ABS 450.9"" (gordura)

Sem Luteina

Com Luteina

Embalagem Transparente

Embalagem Pigmentada

Embalagem Transparente

Embalagem Pigmentada

Dias de estocagem

Com luz

Sem luz

Com luz

Sem luz

Com luz

Sem luz

Com luz

Sem luz

0
14
28
42
56

0,29 £ 0,23
0,14 £ 0,05
0,14 £ 0,04
0,10 £0,05
0,16 £ 0,03

0,19+0,16
0,13+0,05
0,13 +0,05
0,17 £ 0,05
0,17 £ 0,06

0,10 + 0,07
0,08 + 0,04
0,14 + 0,04
0,17 + 0,09
0,14 + 0,06

0,12 +£0,08
0,13 +£0,03
0,17 £0,03
0,16 £0,10
0,19 +£0,08

0,09 £ 0,07
0,08 + 0,04
0,23 +0,09
0,26 £0,15
0,28 £ 0,04

0,08 + 0,06
0,12 £ 0,04
0,16 £ 0,08
0,11 £ 0,04
0,18 £ 0,05

0,11 £ 0,04
0,15+ 0,04
0,07 £ 0,02
0,15 +0,11
0,17 £ 0,06

0,09 £ 0,02
0,15+0,05
0,19 +£0,09
0,16 £ 0,06
0,13 £0,06

* Médias e desvio padréo de analises em triplicata; n= n°de replicatas de processamento.
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A Tabela 10 apresenta a avaliagdo estatistica do efeito da adicdo de luteina, do
tipo de embalagem, da exposicéo a luz e do tempo de estocagem no teor de TBARS
dos queijos.

Tabela 10. Quadrados médios e probabilidades para teor de
TBARS dos queijos durante o tempo de estocagem.

TBARS

Fatores gl QM p

Luteina 1 0,001 0,7863
Embalagem 1 0,004 0,2243
Luteina x embalagem 1 0,000 0,6071
Luz 1 0,000 0,7091
Luteina x Luz 1 0,003 0,1652
Embalagem x Luz 1 0,010 0,0444
Tempo 4 0,006 0,3784
Luteina x Tempo 4 0,006 0,3823
Embalagem x Tempo 4 0,002 0,8344
Luz x Tempo 4 0,002 0,8665

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

A Tabela 10 indica que a adi¢édo de luteina (p=0,78633), tipo da embalagem (p =
0,22425), efeito da interacao entre os fatores luteina e embalagem (p = 0,60709), efeito
da luz (p = 0,70914), efeito da interacao entre luteina e luz (p = 0,16522) nao foram
estatisticamente significativas. Somente o efeito combinado entre embalagem e luz

exerceu influéncia significativa no teor de TBARS (p = 0,04436).

A Figura 14 representa o efeito da interagdo entre embalagem e luz. O teor de
TBARS em embalagem pigmentada e sob ac¢do da luz foi menor do que em embalagem
transparente também sob efeito da luz. Por outro lado, o efeito da embalagem e da luz
na varidvel TBARS foi praticamente igual quando consideradas as embalagens

transparente e pigmentada sem a acao da luz.
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Figura 14 - Efeito da interacdo entre embalagem e luz no teor de TBARS.

Em geral, os queijos sofreram pouca oxidacao de gordura como atestam o0s
baixos teores de dienos conjugados, peroxidos e TBARS (Tabelas 5, 7 e 9,
respectivamente), provavelmente por constituirem uma matriz compacta e relativamente
anaerébica, com pouco oxigénio dissolvido. A quantidade de TBARS formada durante
os 56 dias de estocagem (Tabela 9) também foi bastante baixa, e insuficiente para
resultar na formacao de off flavors, que comprometam a qualidade do queijo durante o

tempo de vida de prateleira (normalmente de 60 dias).
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5.4 Aceitacao sensorial e Intencao de compra

5.4.1 Aceitacao sensorial

A Tabela 11 apresenta as médias das notas atribuidas aos atributos sabor,
textura, aparéncia e cor pelos provadores para os queijos Prato com e sem adicéo de

formulacao de luteina e para um queijo Prato comercial.

Tabela 11. Médias de aceitacao sensorial dos queijos Prato com adicao de formulagao de
luteina, sem adicdo de formulacdo de luteina e comercial em relagdo a sabor, textura,
aparéncia e cor.

SABOR TEXTURA | APARENCIA COR
Queijo Prato com luteina | 6,15+222° 6,84 +1,77° 520+225° 422+233"
Queijo Prato sem luteina | 6,56 +1,91° 7,06 +1,732 -- --
Queijo Prato Comercial | 7,16 +1,69*% 7,16+1,82% 749+132% 746+147°

Médias na mesma coluna acompanhadas de mesma letra ndo diferem significativamente pelo
teste de Tukey (p>0,05).

Como mostra a Tabela 11, as amostras nao apresentaram diferencas
significativas (p>0,05) entre si em relagdo ao atributo textura. Resultados semelhantes
foram encontrados por Jones e colaboradores (2005) quando avaliou sensorialmente
queijo Cheddar adicionado de luteina.

A adicao de formulacéo de luteina ndo influenciou significativamente (p<0,05) o
sabor do queijo. Nao houve diferenca significativa entre os queijos com e sem luteina
em relacdo ao sabor, mas estes apresentaram notas significativamente inferiores ao

qgueijo comercial (p<0,05) (Tabela 11).

Com relacao a aparéncia e cor, o queijo adicionado de formulacao de luteina foi
significativamente menos aceito que o queijo comercial. A baixa aceitacado do produto
pode ser atribuida a cor amarelo-alaranjada mais intensa do que a conferida pelo
urucum, corante tradicionalmente usado no queijo Prato comercial. No queijo com
luteina foi usada uma concentragdo maior desse corante em relacdo ao usado

comercialmente para o urucum, em razdo das perdas de luteina no soro e da
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preocupacao em garantir que o queijo com luteina apresentasse a quantidade de

luteina necessaria para promover efeitos benéficos a saude.

5.4.2 Intencao de compra

A Figura 15 apresenta o histograma de intencdo de compra para os queijos Prato
com formulacao de luteina, sem formulacao de luteina e comercial em relacdo a sabor
e textura. O queijo Prato comercial apresentou a maior intengdo de compra pelos
provadores (75,7% certamente/possivelmente compraria), seguido do queijo Prato sem
formulacdo de luteina (66 % certamente/possivelmente compraria) e, por ultimo, o
queijo Prato com formulacao de luteina que obteve intencao de compra de 47,6 % dos
provadores. Comentarios dos provadores sobre o gosto residual amargo do queijo

Prato com luteina podem provavelmente explicar a menor intencdo de compra desse

queijo.
60 - @ Certamente
compraria
50 - m Possivelmente
compraria
40 O Talvez compraria/
talvez ndo compraria
2 30 | O Possivelmente
° n&o compraria
m Certamente
20 - nao compraria
10 ~
0

Queijo comercial Queijo com luteina  Queijo sem luteina

Figura 15. Histograma da intengéo de compra do queijo Prato com adigcao de luteina, sem

luteina e comercial em relagdo aos atributos sabor e textura.
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A Figura 16 apresenta o histograma de intencdo de compra para os queijos Prato
comercial e com formulacao de luteina para os atributos de aparéncia e cor. A intencao
de compra para o queijo Prato comercial foi 87,4 % (certamente compraria /
possivelmente compraria), seguido do queijo Prato adicionado de formulacao de luteina
com 19,5% de provadores que certamente ou possivelmente comprariam o produto. A
razao da rejeicao, segundo comentarios dos provadores, para o queijo com formulagao
de luteina foi a cor amarelo-alaranjada demasiadamente intensa, tipica de queijo
Cheddar e nao do queijo Prato.

60 -

50 - o Certamente
compraria

40 | Possivelmente
compraria

O Talvez compraria/
talvez ndo compraria

O Possivelmente

20 + nao compraria

m Certamente
10 1 ndo compraria

Queijo comercial Queijo com luteina

Figura 16. Histograma da intengao de compra do queijo Prato com adi¢ao de luteina comercial
em relacdo aos atributos aparéncia e cor.

Uma alternativa para aumentar a aceitagdo sensorial e intencdo de compra do
gueijo adicionado de formulacdo de luteina deve incluir a diminuicao da quantidade de
luteina adicionada ao queijo, cujo valor esta bastante superior as 6 mg diarias
recomendadas para conferir beneficios a saude. A diminuicdo do teor de luteina
adicionado ao queijo deve diminuir o gosto residual amargo e diminuir a intensidade da
cor amarelo-alaranjada do queijo, ficando mais préxima da cor caracteristica do queijo

Prato comercial.
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6. CONCLUSAO

O teor de dienos aumentou com o tempo de armazenamento do queijo Prato. A
adicao de formulacao de luteina e o tempo de estocagem do queijo Prato influenciaram
o teor de peréxidos, o qual foi um pouco maior para o queijo adicionado de luteina. O
teor de TBARS foi influenciado pela embalagem e luz; o queijo armazenado em
embalagem transparente exposto a luz foi 0 que apresentou maiores teores de TBARS.
Entretanto, a quantidade desses produtos de oxidacdo de gordura foi pequena em
todos os queijos, indicando que a oxidacdao da gordura foi insuficiente para afetar a
qualidade dos mesmos. Esses compostos foram originarios da auto-oxidacao do queijo,
pois a formulacdo de luteina adicionada ao queijo Prato impediu a foto-oxidacao da
riboflavina. Nao houve degradacao da riboflavina durante os 56 dias de estocagem
refrigerada do queijo com luteina, exposto a luz. Ja nos queijos sem o corante luteina, a
riboflavina foi foto-degradada. O tipo de embalagem nao influenciou a estabilidade da
luteina, que permaneceu praticamente inalterada durante a estocagem com exposi¢ao
a luz. Este fato significa que toda a luteina suplementada ao queijo Prato estara
disponivel no produto durante a vida de prateleira, que é geralmente de 60 dias. A
diminuicdo na quantidade de luteina adicionada pode ser uma boa opgédo para
aumentar a aceitacao sensorial e a intencdo de compra do queijo Prato com luteina,

qgue foi menor que a do queijo Prato comercial.
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DSM Nutritional Products

Product Data Sheet

Lutein 20% FS

Description

ANEXO 1

DSM (S

Lutein 20% FS is a red, viscous oil, containing micronized crystals of lutein (extracted from
Tagetes erecta) dispersed in corn oil. dl-a-Tocopherol is added as an antioxidant.

Product identification
Product code: 50 0074 2

Chemical names: (3R,3'R,6'R)-p,e-carotene-3,3'-diol; 3,3'-dihydroxy-o-carotene

Synonyms: lutein

CAS No.: 127-40-2

Empirical formula: C4HscO;
Molecular mass: 568.88 g/mol

Specifications
Appearance:

Light absorption (in ethanol):
Maximum absorption:

Lutein content:

Zeaxanthin content:

Stability and storage
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red, viscous oil

at 444-448 nm
min. 20%

max. 2.0%

Lutein 20% FS is sensitive to air, heat and light. The product may be stored for 36 months

from the date of manufacture in the unopened original container and at a temperature below
15 °C. The ‘best use before’ date is printed on the label. Keep container tightly closed. Before
each use, heat the closed container in a water bath at 40 °C under gentle shaking or stirring.

Once opened, use contents quickly.

Solubility

Lutein 20% FS is slightly soluble in oils and fats.

Uses

For soft gelatin capsules.

For fortification of foods and beverages.

PDS 50 0074 2 Version 06 Lutein 20% FS
pds5000742_06_lutein20fs

2008-05-26
Replaces Version 05 2007-02-28

1/2
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Compendial compliance

The lutein (extracted from Tagetes erecta) used in this form meets all requirements of
JECFA.

Safety

This product is safe for the intended use. Avoid ingestion or direct contact by applying
suitable protective measures and personal hygiene.

For full safety information and necessary precautions, please refer to the respective DSM
Material Safety Data Sheet.

Legal notice

The information given in this publication is based on our current knowledge and experience,
and may be used at your discretion and risk. It does not relieve you from carrying out your
own precautions and tests. We do not assume any liability in connection with your product or
its use. You must comply with all applicable laws and regulations, and observe all third party
rights.

DSM Nutritional Products Ltd Tel.: +41 (0) 61 815 8899

Product Management Fax: +41 (0) 61 815 8390

Building 241 i

PO Box 2676 Internet www.dsmnutritionalproducts.com
CH-4002 Basel

Switzerland

PDS 50 0074 2 Version 06 Lutein 20% FS 2008-05-26
pds5000742_06_lutein20fs Replaces Version 05 2007-02-28

2/2
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OXITENO

ANEXO 2

FICHA DE INFORMACOES DE SEGURANCA DE PRODUTO QUIMICO - FISPQ

Revisao: 03

21 de Agosto de 2009

1. IDENTIFICACAO DO PRODUTO E DA EMPRESA

Produto

Empresa

Endereco

# Telefone
# Fax

# Telefone para Emergéncias
( 24 horas )

#
#
#
#

ALKEST TW 80 K

OXITENO NORDESTE SA INDUSTRIA E COMERCIO
OXITENO S/A INDUSTRIA E COMERCIO

Av. Brigadeiro Luiz Antonio, 1343-7% andar

BELA VISTA

Sao Paulo - SP

01317-910

(11) 4478-3212

(11) 3285-5094

Maua - SP/ (11) 4478-3212

Tremembé - SP/ {(12) 3672-3578
Camagari - BA/ (71) 3634-7658
Triunfo - RS/ (51) 3457-5134
Suzano - SP /(11) 4745-8741

2. COMPOSICAO E INFORMACOES SOBRE OS INGREDIENTES

# Tipo de Produto

Nome Quimico Comum ou
Genérico

Sinénimos
NeCAS

# N°EINECS

Ingredientes Perigosos e
Faixas de Concentracao

Natureza Quimica

Outras Informacoes

Substancia.

Monooleato de Sorbitan Etoxilado

Monoocleato de sorbitan etoxilado 20 EQO; Monooleato de sorbitan (20)
polioxietileno; Polioxietileno (20) monooleato de sorbitana; PEG (20) sorbitan
monooleato; Polisorbato 80; Polysorbate 80 (INCI - CTFA).

9005-65-6.

500-019-9.

Néao existem ingredientes perigosos.

Ester etoxilado de sorbitan.

O produto esta citado no TSCA Inventario.
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9. PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS

Aspecto Liquido viscoso amarelo-esverdeado.

# pH 55a7,2 (sol. 1%/ 25 *C).

# Ponto de Fulgor > 149 ?C (copo aberto).

# Pressdo de Vapor 0,001 kPa (25 °C).

Densidade de Vapor 45 (em relagéo ao ar).

# Densidade 1073 kg/m3 (25 °C).

# Solubidade Sollvel em agua (20 °C por 1 hora / concentragédo de 0,5%).
# Viscosidade 600 mPa.s (25 °C).

10. ESTABILIDADE E REATIVIDADE

Condicoes de Instabilidade Estavel nas condigbes normais de uso e estocagem.

Condicdes a Serem Evitadas  Altas temperaturas, fontes de igni¢éo e exposigao prolongada ao ar.

Materiais ou Substéancias Evitar contato com oxidantes fortes e compostos muito reativos com grupos
Incompativeis hidroxila.
# Produtos Perigosos da Em caso de combustéo pode gerar monéxido de carbono, além de CO2.

Decomposicao
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ANEXO 3
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ANEXO 4

Teores de carotendides totais no queijo Prato com e sem adicdo de formulacdo de luteina, acondicionado em diferentes

embalagens, na auséncia e presenca de luz (n=2)*.

Carotendides Totais (1g/q)

Sem Luteina Com luteina
Transparente Vermelho Transparente | Vermelho
Dias |Comluz DP Semluz DP |[Comluz DP Semluz DP |Comluz DP Semluz DP Comluz DP Semluz DP
0| 024 1008 026 0,10 033 0,44 0,23 0,04 670,81 4,19 69432 29,05 670,81 4,19 694,32 29,05
14 0,18 0,05 0,20 0,02 0,22 0,10 0,26 0,01 667,89 48,39 648,88 74,45 66559 12,06 679,65 4,68
28| 0,19 0,08 0,21 0,10 0,24 0,00 0,21 0,02 70513 20,11 704,60 6,31 706,91 28,13 703,07 37,14
42| 031 0,11 034 0,07 038 0,06 0,34 0,21 70562 50,17 723,72 56,79 714,10 68,25 701,64 73,11
56| 0,30 0,07 027 001 028 0,05 0,31 0,001 717,40 37,32 736,79 4,40 712,75 38,42 709,47 26,40

*Médias e desvio padrao de andlises em ftriplicata; n= n°de replicatas de processamento .
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