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O comportamento no consumo de alimentos vem sofrendo mudancas significativas nos
ultimos anos, motivado por um maior nivel de consciéncia dos consumidores para com a
saude. Por outro lado, a preocupacdo constante de proporcionar aos consumidores produtos de
alta qualidade requer a adogdo de algumas medidas a fim de limitar o fendmeno de oxidagao
durante as etapas de processamento e armazenamento dos produtos, como a adicdo de
compostos antioxidantes nos mesmos. Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo
utilizar extrato de erva-mate (llex paraguariensis St. Hil) em iogurte light tradicional e
probiotico, avaliando sua atividade antioxidante neste produto. Também foi avaliado o
comportamento dos iogurtes formulados durante a vida de prateleira através de determinagdes
fisico-quimicas, microbioldgicas e sensoriais. Observou-se que o percentual antioxidante
aumenta proporcionalmente a concentragdo de extrato adicionado, atingindo 99,5% de
atividade antioxidante para a concentracdo 750 pg mL™" e que a correlagdo entre a atividade
antioxidante (%) e a concentragdo de extrato utilizado forneceu um ICsy de 254,8 ug mL™". No
60° dia de armazenamento sob refrigeragdo, os iogurtes tradicional e probidtico com 0,1% de
extrato e ambos com 0,25% de extrato de erva mate apresentaram diferenca estatistica em
relagdo as duas formulagdes que nao receberam a adigao de extrato, de forma a apresentarem
os menores valores de mg de MA/kg de amostra, comprovando a acdo antioxidante da
presenca do extrato da erva mate no produto. A presenca de extrato de erva mate nao
influenciou significativamente na oxidagdo de proteinas (p < 0,05) e as seis formulacdes
seguiram o mesmo comportamento em relagdo ao pH. No decorrer do tempo de
armazenamento, na medida em que ocorre o abaixamento do pH, a acidez aumenta para todos
os tratamentos. Nao se observou interferéncia do extrato de erva-mate nos valores de acidez e

nao foi observada diferenca estatistica (p<0,05) na contagem das bactérias lacticas, de



maneira que o extrato de erva mate ndo afetou o desenvolvimento microbiologico. Por fim, na
avaliagdo sensorial das formulagdes testadas, as menores médias dos atributos sabor e cor
apresentadas na analise sensorial corresponderam as duas formulagdes que receberam adigao

de 0,25% de extrato em sua formulacao.
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1. INTRODUCAO

O comportamento do consumo de alimentos vem sofrendo mudangas significativas
nos ultimos anos, motivado por um maior nivel de consciéncia dos consumidores para com a
saude, via maior escolarizagcdo e maior acesso as informag¢des (GEHLHAR e REGMI, 2005).

Neste contexto, os alimentos diet e light, muito antes de serem considerados alimentos
para doenca, sdo alimentos para saude e se posicionam como uma possivel solugdo para
muitas necessidades dos consumidores. Estimativa do Ministério da Satide mostra que a
obesidade infantil atinge cerca de 20% das criancas no Brasil; além disso, um a cada dois

brasileiros faz regime em algum momento de sua vida. Isso leva os produtos diet e light a



serem considerados um segmento em expansdo, € por terem maior valor agregado gera um
retorno financeiro maior para a industria processadora do que os outros alimentos (ABIAD,
2004).

Dessa forma, a demanda por esses produtos tem crescido muito e tende a crescer ainda
mais. Entre o ano de 1995 e 2005, o mercado de produtos diet e light subiu 870%, segundo a
Associagao Brasileira da Industria de Alimentos Dietéticos e para Fins Especiais (ABIAD,
2009), enquanto que em 2009, a categoria logurtes cresceu 10,5% com os investimentos em
linhas light e diet e o lancamento de embalagens econdmicas (CENSO, 2009).

Por outro lado, a preocupagdo constante de proporcionar aos consumidores produtos
de alta qualidade requer a adog¢do de algumas medidas a fim de limitar o fendmeno de
oxidagdo durante as etapas de processamento e armazenamento dos produtos, como a adigao
de compostos antioxidantes nos alimentos (SILVA et al., 1999). Segundo os mesmos autores
isso vem estimulando a pesquisa de novos compostos com capacidade antioxidante.

Alimentos que possuem lipideos em sua composicdo estdo sujeitos a reagdo de
rancificacdo. Esta ¢ uma das reagdes mais importantes de deterioragdo da qualidade dos
alimentos, alterando diversas propriedades, provocando formagdo de odores e sabores
desagradaveis, perdas vitaminicas, destruicdo dos acidos graxos, pigmentos e proteinas,
caracteristicas que contribuem para a depreciacao do produto (BRASIL, 2002).

Neste contexto de inovagdo, aliada a nova tendéncia do aumento do consumo de
alimentos saudaveis o presente trabalho tem por objetivo reunir, em um unico produto de
grande aceitacdo e consumo, os beneficios da presenca de extrato de erva-mate (llex
paraguariensis St. Hil) em iogurte light tradicional e probidtico, avaliando sua atividade
antioxidante neste produto. Também avaliar o comportamento dos iogurtes formulados
durante a vida de prateleira através de determinagdes fisico-quimicas e microbiologicas.

O presente trabalho divide-se em uma breve revisdo bibliografica apresentada no
Capitulo 2, seguida dos materiais e metodologias utilizadas, descritas no Capitulo 3. O
Capitulo 4 apresenta e discute os resultados obtidos, seguidos das conclusdes obtidas
(Capitulo 5). As sugestdes para trabalhos futuros, bem como o referencial teorico consultado

estdo nos Capitulos 6 e 7, respectivamente.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Leite e logurte

O leite ¢ secretado pelas glandulas mamadrias das fémeas dos mamiferos e, obtido em
circunstancias naturais, ¢ uma emulsdo de coloragdo branca, ligeiramente amarelada, possui
odor suave e sabor adocicado (VALSECHI, 2001). A agua ¢ constituinte majoritario do leite
que apresenta quantidades varidveis de lipideos, proteinas e carboidratos, sendo que pequenas
quantidades de minerais também sao encontrados (VARNAM e SUTHERLAND, 1994).

A gordura ¢ um dos componentes mais ricos do leite e estd presente na forma de
globulos de diversos tamanhos que se encontram em suspensao na fase aquosa, formando uma
emulsao relativamente estavel. Os globulos sdo compostos por trigliceridios e cada um deles ¢
envolvido por uma camada formada por um componente da gordura denominado fosfolipidio.
O leite de vaca possui aproximadamente 437 moléculas de 4cidos graxos e entre os principais
podem ser citados o acido palmitico (C16:0) e o acido oléico (C18:1). A gordura ¢ o
constituinte que mais sofre variagdes em razao da alimentagao, raga, estacao do ano e periodo
de lactagdo (BEHMER, 1979; SPREER, 1991; ALBUQUERQUE, 1997; SILVA et al., 1997).

A composi¢ao do leite de vaca depende de muitos fatores, como a raga, a variabilidade
do animal, a idade, fase de lactagdo, estagdes do ano, a alimentagdo, o tempo de ordenha, o
periodo de tempo entre as ordenhas, condi¢des fisioldgicas do animal (tranqiiilo ou nervoso),
bem como o que recebe de medicacdo (POTTER, 1995). Possui em média 3,5% de proteinas,
3,8% de gordura, 5,0% de lactose, 0,7% de minerais (cinzas) e 87% de agua. De todos os
componentes do leite, a fracdo que mais varia ¢ a formada pela gordura. Os so6lidos nao-
gordurosos, que compreendem todos os elementos do leite menos a agua e a gordura,
representam em média 8,9% do total no leite (BEHMER, 1979; SPREER, 1991; RAPACCI,
2000). Os valores encontrados para composi¢ao do leite podem sofrer varia¢des e dificilmente
coincidem exatamente com os valores encontrados na literatura (POTTER, 1995).

A legislacao brasileira denomina leite, sem outra especificagdo, como sendo o produto
oriundo da ordenha completa e ininterrupta em condi¢des de higiene, de vacas sadias, bem
alimentadas ¢ descansadas (BRASIL, 2002).

Por ser a matéria-prima de maior importancia na fabricacdo de iogurtes e para que o
produto final apresente caracteristicas desejaveis e maior vida 1til, o leite deve ser da mais
alta qualidade, apresentar uma baixa contagem de células sométicas e bactérias que podem
dificultar o desenvolvimento das culturas lacticas usadas no preparo do iogurte, ser livre de

bacteriofagos, isento de solu¢des de limpeza, desinfetantes e contaminantes. As principais
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constantes fisico-quimicas utilizadas para determinar a qualidade do leite sdo: o pH (a 20°C)
que varia de 6,5 a 6,7; a acidez titulavel de 15°D a 18°D; a densidade variando de 1,028g/mL
a 1,036g/mL; e a temperatura de congelamento que pode variar de -0,510°C a -0,550°C
(GOURSAUD, 1991).

O iogurte € o produto lacteo fermentado mais antigo. Embora ndo existam registros em
relagdo a origem deste produto, acredita-se que deva ser mais antigo que a propria Biblia, pois
os povos ndmades que habitavam as regides montanhosas proximas ao Mediterraneo,
atravessavam o deserto transportando leite “in natura” em camelos, acondicionado em bolsas
confeccionadas com pele de cabra, encontrando condigdes Otimas de temperatura para o
desenvolvimento de bactérias produtoras de acido lactico, obtendo um produto de sabor
agradavel que ndo se deteriorava com a mesma facilidade que o leite, sendo essa preparagao
transmitida de pai para filho (BRANDAO, 2002).

O mercado brasileiro vem sofrendo mudangas devido ao crescimento do consumo de
leite e derivados, aumento do consumo de produtos de maior valor agregado (caso do leite
longa vida) e produtos mais nobres (queijos fino e iogurte, entre outros) (REZENDE, 2005).
Nos ultimos anos, os iogurtes e iogurtes suplementados sdo os produtos lacteos fermentados
que apresentam maior consumo ¢ popularidade (SPREER, 1991).

O potencial de crescimento do mercado de iogurte no Brasil é grande, mas apesar
disso o consumo desse produto comparado ao de outros paises ainda ¢ baixo devido ao custo
elevado do produto provocado pela alta carga tributaria, sendo o consumo no Brasil cerca de
2Kg de produtos refrigerados per capita incluindo bebidas e sobremesas lacteas, enquanto que
no Chile o consumo ¢ de 8Kg ao ano, Franga 25Kg, Irlanda de 18Kg e Bulgaria 31Kg de
iogurte. A produgdo brasileira de leite passou de 10,2 bilhdes de litros no ano de 1979 para
22,3 bilhdes em 2003, um aumento de 119% (EMBRAPA, 2009).

Segundo GOMES (1997) citado por REZENDE (2005) as empresas brasileiras
produtoras de derivados lacteos na tentativa de enfrentar a concorréncia do mercado externo,
vém atuando em duas frentes: na diversificagdo da produgdo de derivados lacteos e
priorizacdo da reducdo de custos. Atualmente 68% do consumo total de lacteos liquidos
correspondem aos paises emergentes incluindo Paquistdo, Oriente Médio, Brasil e China, uma
recente pesquisa da Tetra Pak Dairy Index (2009) mostra que o consumo de lacteos resistiu a
crise economica mundial e deve crescer 1,3% este ano e devera aumentar a uma taxa anual
composta de 2,2% entre 2009 e 2012.

Os produtos lacteos fermentados e leites fermentados sdo produtos que se caracterizam

pelo carater acido e textura tipica, através de fermentacdo lactica e producdo de aroma
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(SPREER, 1991). A fermentacdo do iogurte ¢ resultado da atuacdo das bactérias lacticas
Streptococus thermophylus e Lactobacillus bulgaricus (VEISSEYRE, 1988).
O iogurte pode ser classificado em alguns tipos, conforme o processo de elaboragao,
adicdo de ingredientes, composigdo, consisténcia e textura. Sao eles (SA, 1978):
* Jogurte tradicional: coagulado nas embalagens individuais de venda a relato.
* logurte batido: coagulado a granel e embalado posteriormente.
* Togurte liquido: produto com muito pouca viscosidade e que se consome como substituto
do leite.
O iogurte também pode ser classificado em trés tipos segundo o aroma que apresentam
(BRANDAO, 2002):
« logurte natural: € o iogurte tradicional com seu tipico sabor acido acentuado;
« logurte com frutas: ¢ produzido por adigdo de frutas, usualmente fruta natural,
congeladas, purés, polpas, pedacos ou geléias de frutas;
» logurte aromatizado: preparado por adicdo ao iogurte natural, de agucar e outros

agentes adogantes, saborizantes, corantes sintéticos e/ou isolado protéico de soja.

2.2 Alimentos funcionais

Nos ultimos anos vem aumentando o nimero de consumidores que se preocupam com
a saude, e os mesmos vem optando por alimentos saudaveis e inovadores. Os alimentos
funcionais fazem parte de uma nova concepg¢do de alimento que surgiu no Japao por volta de
1980 através de um programa de governo que visava a reducao de custos seguro saude através
do desenvolvimento de alimentos saudaveis para uma populagdo que envelhecia e apresentava
uma grande expectativa de vida (COLLI, 1998).

Os alimentos funcionais sdo definidos como alimentos ou ingredientes alimentares
capazes de proverem beneficios a saude, além de possuirem os nutrientes tradicionais
requeridos (HALSTED, 2003). A procura por esse tipos de alimento estimulou o
desenvolvimento de novos produtos pela industria lactea a nivel mundial (MATTILA-
SANDHOLM et al., 2002).

A industria de laticinios esta reagindo frente ao mercado consumidor cada vez mais
exigente a fim de aumentar sua competitividade no segmento de produtos e manter a lideranca
tecnoldgica na indastria de alimentos (BRANDAO, 2002; PUPIN, 2002). Este tipo de
produto, na verdade, ndo ¢ exatamente uma novidade, desde os anos 30 a empresa Japonesa
Yacult ja comercializava a bebida lactea contendo lactobacilos vivos para regular e estimular

o funcionamento do intestino (MORAES e MESQUITA, 2007).
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Este tipo de produto confere alguns beneficios de maneira a reforgar os mecanismos
de defesa imunoldgico, prevencdo ou tratamento de alguns tipos de doencas ou disfungao,
retardamento do processo organico de defesa, melhoria das condigdes fisicas € mentais e do
estado geral de saude (MORAES e MESQUITA, 2007).

As industrias alimenticias vém sendo estimuladas pela nova visdo do mercado
consumidor que busca no consumo de alimentos bem-estar e satde a investirem em pesquisas
utilizando novos componentes naturais e novos ingredientes (MATSUBARA, 2001). Foram
publicados numerosos trabalhos cientificos sobre os beneficios a salide que os produtos
lacteos promovem (MODLER et al., 1990; HUGHES et al., 1991; KURMANN e RASIC,
1991). Durante a década de noventa, os micro-organismos probiodticos Lactobacillus
acidophilus e Bifidobacterium ssp., passaram a ser mais utilizados em alimentos e farmacos
(DAVE e SHAH, 1998). As industrias de produtos lacteos sdo as que mais apresentam
alimentos funcionais, destacando-se os iogurtes e outros produtos fermentados (ANTUNES et

al., 2007).

2.2.1 Probioticos

Probidticos s3o micro-organismos que agem beneficamente no ‘“hospedeiro”,
melhorando o balango microbiano intestinal, ajudando no controle de infec¢des intestinais;
controlando os niveis de colesterol sérico; e melhorando a utilizagao da lactose em individuos
intolerantes (KRASAEKOOPT et al., 2003). As bactérias 4cido lacticas intestinais presentes
nos seres humanos estdo associadas com a satde de seu hospedeiro, porque representam um
importante fator de biodefesa, uma vez que previnem a colonizagdo e a proliferacdo das
bactérias patogénicas presentes no intestino (GOLDIN e GORBACH, 1992; NAIDU et al.,
1999).

Para que os probioticos exercam efeito benéfico ao organismo humano devem atender
algumas exigéncias, como sobreviver a acidez do estbmago quando ingeridos na forma oral
(COLLINS et al., 1998).

Segundo BRASIL (2009) a quantidade minima vidvel para os probioticos deve situar-
se na faixa de 10® a 10° Unidades Formadoras de Colonias (UFC) na recomendacdo diaria do
produto pronto para o consumo, conforme indicacdo do fabricante onde valores menores
podem ser aceitos, desde que a empresa comprove sua eficicia. SGARBIERI e PACHECO
(1999) mencionam que os probidticos devem estar presentes na quantidade de 10°
microrganismos vivos por mililitro (10%mL). A necessidade de monitoramento da

sobrevivéncia do L. acidophilus e Bifidobacterium em produtos fermentados foi
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freqlientemente abandonada, resultando em véarios produtos que chegaram ao mercado
contendo poucas bactérias viaveis (ANONYMOUS, 1992; SHAH et al., 1995).

De acordo com KIM (1998) e O'SULLIVAN et al. (1992), citado por BISCAIA et al.
(2004) atualmente ¢ bastante comum a utilizacdo de bactérias probiodticas em produtos lacteos,
devido aos efeitos benéficos proporcionados na redugdo dos efeitos da intolerancia a lactose,
atividade anticarcinogénica, possivel diminuicdo do colesterol sérico. Além disso estudos
buscam através da inativacdo do virus HIV a possibilidade de utilizagdo no tratamento
auxiliar da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS).

Em todo o mundo os produtos lacteos fermentados representam uma grande parcela da
dieta humana (DAVE e SHAH, 1998). A tecnologia de elaboragdo dos diferentes tipos de
leites fermentados ¢ bastante parecida, diferenciando-se em relacdo ao tipo de cultivo
iniciador utilizado, e no contetido de solidos totais presentes no leite. Os cultivos iniciadores
mais utilizados pertencem ao grupo das bactérias acido laticas (VARNAM e SUTHERLAND,
1994).

Iogurtes e leites fermentados funcionais, além de possuirem grande aceitacao pelo
publico em geral e apresentarem excelente valor nutritivo, sdo veiculos em potencial para o
emprego de probioticos (ANTUNES et al., 2007).

Os iogurtes fermentados com esses micro-organismos contém pouca lactose, sendo
adequados para pessoas que apresentam intolerancia a lactose, além de agirem reduzindo a
velocidade de entrada da lactose e glicose no sangue (VARNAM e SUTHERLAND, 1994).

O género Lactobacillus foi isolado pela primeira vez por Moro em 1900 a partir das
fezes de lactentes amamentados ao peito materno. Este investigador atribuiu-lhes o nome de
Bacillus acidophilus, designacdo genérica dos lactobacilos intestinais. As bifidobactérias
foram isoladas pela primeira vez no final do século XIX por Tissier, sendo, em geral,
caracterizadas por serem micro-organismos gram-positivos, ndo formadores de esporos,
desprovidos de flagelos, catalase-negativos e anaerdbios (SGORBATI et al., 1995).

As espécies que integram o género Bifidobacterium conseguem proliferar num meio
semi-sintético contendo apenas lactose, alguns aminodcidos (i.e. cisteina, glicina e triptofano),
vitaminas, nucleotideos e alguns minerais (HASSINEN et al., 1951). No que diz respeito ao
L. acidophilus, os requisitos em nutrientes necessarios para a exibicao de taxas razodveis de
crescimento sao semelhantes aos anteriormente referidos para Bifidobacterium: hidratos de
carbono como fonte de energia, proteinas e respectivos produtos de degrada¢do, vitaminas do
complexo B, derivados dos 4cidos nucleicos e minerais (p.ex. magnésio, manganés e ferro)

(MITAL e GARG, 1992 apud GOMES e MALCATA, 2000).
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2.2.2 Agentes Antioxidantes

Além dos probidticos, os antioxidantes também atuam como substincias bio-ativas
nos alimentos. Segundo SHAMI e MOREIRA (2004) uma substancia antioxidante pode ser
definida como um composto ou substdncia quimica que inibe a oxidagdo ou, qualquer
substancia que, quando presente em baixa concentragdo comparada a do substrato oxidavel
diminui ou inibe significativamente a oxidagdo do mesmo.

Em geral, existem duas categorias bésicas de antioxidantes: os naturais e os sintéticos.
De acordo com BIRCH (2001) citado por DEGASPARI (2004), ambos antioxidantes naturais
e artificiais apresentam similaridade quanto as suas fun¢des, algumas davidas surgem quanto
a salubridade de alguns antioxidantes comerciais sintéticos ja que alguns estudos
demonstraram o favorecimento de efeitos mutagénicos por parte desta categoria de
antioxidantes.

A formagdo de espécies reativas de oxigénio e subsequente oxidacdo de moléculas
bioldgicas constitui um mecanismo de dano tecidual presente em varios processos patologicos
como inflamacdo, derrame, infarto do miocardio, arteroesclerose, doenca de Alszheimer ¢
Parkinson e em alguns tipos de cancer (RICE-EVANS e DIPLOCK, 1992; OZBEN, 1998).
Hé bastante tempo sabe-se que a acdo dos radicais livres pode ser controlada ou at¢ mesmo
evitada pela utilizagdo de varias substancias antioxidantes (YOUNGSON, 1995), sendo esta
substancia comumente utilizada para aumentar a estabilidade dos lipideos (DECKER, 1998).

A partir do inicio dos anos 1980, o interesse em encontrar antioxidantes naturais para
o emprego em produtos alimenticios ou para uso farmacéutico tem aumentado
consideravelmente, com o intuito de substituir antioxidantes sintéticos, os quais tem sido
restringidos devido ao seu potencial de carcinogénese, bem como pela comprovagdo de
diversos outros males como: aumento do peso do figado e significativa proliferacdo do
reticulo endoplasmatico (MELO e GUERRA, 2002; SIMAO, 1985; YILDRIM, MAVI e
KARA, 2001; ZHENG ¢ WANG, 2001). Compostos antioxidantes naturais tém sido isolados
de diferentes partes de plantas tais como sementes, frutas, folhas e raizes, e muitos estudos
tém sido realizados na determinacdo da sua a¢ao antioxidante (MANCINI-FILHO ¢ VAN-
VOIIJ, 1998). Atualmente a planta erva-mate vem despertando interesse por pesquisadores

em func¢ao de seus beneficios a saide humana aliada a caracteristica antioxidante.

2.2.3 Erva-Mate
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No ano de 1836 iniciaram as investigagdes quimicas da composicdo da erva-mate,
encontrando-se a presenca de inumeras substancias resinosas, entre elas, matéria corante
amarela e acido tanico. Em 1944, os compostos, agua, celulose, dextrina, glicose, legumina,
albumina, cafeina, teofilina, cafearina, cafamarina, acido matetanico, acido folico, acido
caféico, acido viridico, clorofila e colesterina foram identificados (VALDUGA, 1995). Na
analise de identificagdo dos compostos fitoquimicos realizado por ANDRADE (2004), o autor
encontrou em amostras de erva-mate resultados satisfatorios de compostos como cafeina,
tanino, teobromina, teofilina, rutina, quercetina, isoquercetrina, acidos mono-cafeoil-quinicos
(mono-CQA) e di-cafeoilquinicos (di-CQA).

Muitos beneficios a satde humana podem ser gerados através do conhecimento da
composi¢cdo quantitativa e qualitativa dos compostos bioativos constituintes de bebidas a base
de erva-mate (BASTOS e TORRES, 2003). Ainda ndo existe padrdo de qualidade de sabor e
aroma para a erva-mate, para seus produtos como erva-mate verde e cha-mate, ndo foram
identificados a variacao do perfil de compostos volateis, nem mesmo se sabe da contribui¢do
odorifera dos compostos volateis presentes nas bebidas com os seus descritores. Em cha-mate,
MACHADO et al. (2007) encontraram compostos majoritarios como isomero do
2,4heptadienal (13%), S-metilfurfural (9 %), 2,4hepatdienal (8 %), z-6xido de linalool (5 %),
t-6xido de linalool (5 %), enquanto que o chimarrdo apresentou linalool (57 %), a-terpineol
(12 %) e acetato de dihidrocaveol (7 %).

Segundo GNOATTO et al. (2007), a literatura de modo geral menciona que erva-mate
possui teores elevados de cafeina, mas, além disso, a planta também apresenta elevados teores
de teobromina. Os autores encontraram alto teor de teobromina, demostrando que a
metodologia de extracdo influencia diretamente o teor de metilxantinas em erva-mate. Os
resultados de REGINATO et al. (1999) indicam que a acumulagdo de cafeina e teobromina ¢&,
até o momento, uma caracteristica Unica de 1. paraguariensis.

O uso da erva mate (/lex paraguariensis St. Hill.) como bebida tonica e estimulante j&
era conhecido pelos aborigines da América do Sul, sendo suas propriedades estimulantes
largamente conhecidas (VALDUGA et al., 2003).

ASSOLINI et. al. (2006) verificaram que extratos aquosos da macela, alecrim, erva-
mate e malva apresentaram maior atividade antioxidante (acima de 97%) entre os chas
analisados (arruda, camomila, alcachofra, tanchagem, salvia, capim-limao).

O processamento industrial reduz significativamente o teor de cafeina da erva-mate,
comprovando que o emprego de altas temperaturas levam a alteracdes fisico-quimicas da

erva-mate (ESMELINDRO et al. 2002).
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Baseados na composicdo da erva-mate e no grande consumo do produto
principalmente na regido Sul do Brasil, muitas pesquisas envolvendo essa planta estdo sendo
realizadas. RODRIGUES (2009) constatou que o uso continuo de chd-mate durante 60 dias,
promoveu uma redugdo significativa dos niveis de estresse oxidativo ao DNA, indicando uma
possivel prote¢do em voluntarios humanos apos a ingestdo de ché-mate. Enquanto que
MORALIS et al. (2009) verificaram que a ingestdo de infusdo de erva-mate em individuos
dislipidémicos (aumento anormal da taxa de lipidios no sangue) melhorou os parametros de
metabolismo energético e lipidico, enquanto que individuos hipercolesterolémicos (nivel
elevado de colesterol no sangue) em tratamento com estadinas (lipoproteinas), apresentaram
uma reducao adicional do LDL colesterol,

CANTERLE et al. (2005) verificou que a erva-mate na forma de chimarrao possui
uma importante quantidade de compostos capazes de aumentarem o sistema de defesa
antioxidante de um organismo, sendo sua ingestdo uma maneira eficaz e econdmica de se
usufruir de seus beneficios. SALDANHA et al. (2005) verificaram em diferentes extratos de
erva-mate (verde e tostada) e de cha verde, elevada atividade antioxidante, indicando o
potencial uso dessas ervas como antioxidantes alimenticios.

Estudos também apontam alguns riscos que a ingestdo de erva-mate na forma de
chimardo ou chéd podem trazer a satide. Segundo PINTO et al. (1994) independente de fatores
de risco como consumo de alcool e fumo, cerca de 20% dos casos de cancer de esdfago
ocorridos na regido sul e sudeste da América do Sul correspondem ao consumo de chimarrao.
JOTZ et al. (2006) verificaram que a ingestdo da erva-mate preparada com agua quente no
modelo padrdo do chimarrdo tradicional e ingerida na temperatura ambiente por ratos,
provoucou perda de peso dos animais, além de ter afetado o trato aerodigestivo superior dos
mesmos. Segundo VICTORA et al. (1987) citada por JOTZ et al. (2006), a associacdo de altas
temperaturas € os componentes carcinogénicos presentes nos extrato potencializa a acao de
outros carcindgenos ingeridos.

De acordo com PASQUALI et al. (2008) os resultados histologicos de ratos permitem
sugerir lesdo hepatica e renal do extrato bruto de llex paraguariensis na dose de 250mg/Kg,
enquanto que na dose de 500mg/Kg de extrato bruto, a erva-mate inibe o recrutamento celular

da medula 6ssea para o sangue circulante na peritonite aguda em ratos.
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3. Material e Métodos
3.1 Obtencao do Extrato de Erva mate

As folhas de erva mate foram colhidas de um cultivo homogéneo de produgao a pleno
sol, localizada no interior do municipio de Bardo de Cotegipe — RS, sob as coordenadas 27°
37° 157 S, 52° 22° 477 W, e 765m de altitude. Foram coletadas folhas e pequenos ramos
maduros no més de agosto de 2008, entre 9 ¢ 11 horas da manha, e acondicionadas em filmes
plasticos até serem submetidas ao processamento (VALDUGA, 2002).

Logo apds a colheita realizou-se o processo de sapeco da erva-mate, onde em cada
batelada foram processadas 240g de folhas de erva-mate em sapecador experimental de
acordo com VALDUGA et al. (2003). A temperatura utilizada foi de 180°C/ 5 minutos a 60
rpm, a fim de promover a retirada da umidade superficial e inativagdo do complexo
enzimatico das folhas (peroxidase e polifenoloxidase) evitando que as folhas se tornassem
escuras e de sabor desagradavel. O processo seguinte consistiu da secagem da erva-mate,
realizado a temperatura de 70°C /90 minutos em um mini-secador de bancada de leito fixo,
com objetivo de garantir o parametro de comercializagdo de umidade inferior a 5%.

As folhas de erva-mate foram submetidas ao processo de trituragdo, através de um
triturador de metal, por 5 minutos. A erva-mate seca e triturada ¢ entdo denominada
cancheada. A extragdo de soluveis da erva-mate foi realizada pelo método de extragcdo por
percolacdo de agua, que através do fornecimento de calor, a d4gua percola a erva-mate moida
extraindo os soluveis, sendo descartada na parte superior do extrator. Para uma tUnica
extracdo, a percentagem de soluveis extraidos, com relacdo a massa de erva-mate pode atingir
35,5%, em extragdo, neste processo utilizou-se 350 mL de 4agua, 24g de folhas de erva-mate
trituradas a temperatura do extrato de 96°C.

Por fim o extrato solivel da erva-mate foi submetido a secagem efetuada através do
secador por atomizagdo (“spray-drying’’) Lab Plant SD-05 a 190°C. Processo em que o extrato
¢ bombeado através de uma bomba peristaltica até um atomizador, o ar aquecido ¢ entdo
admitido no interior da camara de secagem onde ocorre a evaporagdo instantanea da umidade
contida nas goticulas de solu¢ao de erva-mate, obtendo-se particulas s6lidas de erva-mate.

O extrato atomizado foi acondicionado em recipientes de vidro &mbar hermeticamente
fechado até o0 momento da adicdo no iogurte. O mesmo foi submetido a analise de atividade

antioxidante in vitro.
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3.2 Atividade antioxidante in vitro pela captura de radicais livres com o teste do DPPH

Buscando-se determinar o potencial de uso do extrato de erva-mate (llex
paraguariensis) como agente antioxidante para posterior uso do mesmo no produto foi
avaliada a atividade antioxidante in vitro pela captura de radicais livres com o teste de DPPH.
No teste de DPPH, a habilidade do extrato de erva-mate agir como doador de atomos de
hidrogénio ou elétrons na transformacdo de DPPH na forma reduzida de DPPH — H
(difenilpicrilhidrazina) ¢ medido espectrofotometricamente. O DPPH ¢ um radical livre,
estdvel em temperatura ambiente que produz uma solugdo violeta em etanol. Na presenga de
componentes antioxidantes o DPPH ¢ reduzido produzindo uma solugdo etandlica
transparente.

A metodologia foi fundamentada na medida da extingdo da absor¢ao do radical
Difenilpicrilhidrazina (DPPH) em 515 nm (MIRANDA e FRAGA, 2006). A determinacao da
atividade antioxidante foi realizada em triplicata, por método espectrofotométrico. A técnica
consistiu na incubagao por 10 minutos, de 500 uLL de uma solugao etanolica de DPPH 0,1 mM
com 500 uL de solucdes contendo concentragdes crescentes de extrato de erva-mate em
etanol. Procedeu-se da mesma forma para a preparacdo da solu¢do denominada ‘“controle”,
porém substituindo 500 pL da amostra por 500 pL de solvente etanol. Para a solucao
denominada “branco” foi utilizado como solvente o etanol. O percentual de captagdo do
radical DPPH foi calculado em termos da porcentagem de atividade antioxidante (AA%),

conforme a equagdo abaixo:

AA% =100 - {[(AbS. amostra — AbS.branco) X 100] + AbS. controle } -

A determinagdo foi feita em espectrofotometro UV-Visivel marca Agilent
Technologies, modelo 8453E. Para verificacdo de interferentes da metodologia empregada,
diluiu-se o extrato de erva-mate em etanol, na mesma faixa de concentracdo em estudo.
Analisaram-se as amostras em espectrofotometro em comprimento de onda de 515 nm, com o
objetivo de avaliar a absorbancia das diferentes concentragdes das amostras. ApOs,
determinou-se a faixa de concentracdo na qual ndo ocorreria inferéncia da coloragdo do
extrato. ApoOs a avaliagdo da faixa de concentragdo ideal, calculou-se a concentracao de
extrato necessaria para capturar 50% do radical livre DPPH (ICsy) por andlise de regressao

(CARBONARI, 2005).
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3.3 Elaboracao do iogurte (acucar de 6 a 8%, sorbato 0,05 a 0,1%, estabilizante 0,02 a
0,2%, leite em p6 de 1 a 3%).

Dez litros de leite com 2,5% de gordura, 200g de leite em p6 desnatado e 20g de
gelatina (pré-misturada antes com leite em pd) foram colocados em um tanque inox, e
posteriormente aquecidos até¢ 90°C, durante 5 minutos. Apos, se iniciou o resfriamento até
atingir a temperatura 65°C, quando entdo foram adicionados e misturados 30 g de fibras (WF
600), e 600 g de acucar. Apos esta etapa, o mesmo foi submetido a resfriamento até 42°C,
sendo adicionado 0,4 gramas da cultura pura normal e probidtica de acordo com a
formulacdo, mantendo-se a essa temperatura durante 4 horas. Transcorrido o tempo, a massa
foi submetida ao resfriamento até 20°C, com adicdo de 10g de sorbato de potassio. As
diferentes concentracdes de extrato (0,1 e 0,25%), conforme cada formulacdo, foram
adicionadas e homogeneizadas logo apo0s, e os iogurtes foram armazenados a 15°C durante 1
hora. Posteriormente, procedeu-se o envasamento em potes plasticos, com capacidade de 250
mL e armazenou-se a 5°C durante 60 dias.

As culturas foram reativadas em separado a 25°C durante 30 minutos em leite com
2,5% de gordura, previamente a adi¢do no produto.

Na elaboracdo dos iogurtes, foi utilizado leite tipo C pasteurizado (73°C por 15
segundos, padronizado com 2,5% de gordura) e homogeneizado, envasado em sacolas
plasticas. As amostras de leite foram transportadas até a Universidade e ao chegarem a usina
foram imediatamente vertidas para o tanque de ago inox, dando inicio ao processamento do
iogurte.

A cultura lactica utilizada para o processamento dos iogurtes tradicionais continha
cepas de Streptococcus thermophilus e Lactobacillus bulgaricus. A cultura lactica liofilizada
da marca Germinal apresenta denominag¢do comercial 70075-Cultura Driset Yogurt 438 —
1000LU, de coloragdo castanha, na forma de po, parametros de incubagdo de 32 — 44°C por 4
— 12 horas, recomendada para uso em iogurtes e bebidas lacteas.

Para o processamento dos iogurtes com probidtico, utilizou-se a cultura lactica que
continha cepas de Streptococcus thermophilus, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus
acidophilus e Bifidobacterium spp. A cultura lactica liofilizada da marca Germinal apresenta
denominacdao comercial 70780 — Dairy Start BioFlora ABY 438 — 500LU, de coloracao
castanha, na forma de po, alta viscosidade, parametros de incubagdo de 35 — 44°C por 4 — 8

horas, recomendada para uso em iogurtes e bebidas lacteas probidticas.
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Utilizou-se uma fibra alimentar de trigo da marca VITACEL de denominagdo
comercial WF 600, composta de celulose, hemicelulose e lignina, amplamente utilizada na
industria.

A gelatina especial da marca GELITA para lacteos, GEL-LAC, foi adicionada ao
iogurte a fim de previnir a sinérese (liberagdo do soro), ajudando na consisténcia e a
cremosidade exigida pelo consumidor. Um outro aspecto importante de GEL-LAC: ela
também estabiliza e da corpo a produtos 0% gordura ou com maior conteudo de soro.

No decorrer do presente trabalho foram elaborados 6 tipos de iogurtes:

A) logurte com cultura tradicional (Streptococcus thermophilus e Lactobacillus
bulgaricus), sem extrato de erva-mate;

B) logurte com cultura tradicional (Streptococcus thermophilus ¢ Lactobacillus
bulgaricus), com 0,1% de extrato de erva-mate;

C) logurte com cultura tradicional (Streptococcus thermophilus e Lactobacillus
bulgaricus), com 0,25% de extrato de erva-mate;

D) logurte com cultura tradicional (Streptococcus thermophilus ¢ Lactobacillus
bulgaricus) e cultura probidtica (Lactobacillus acidophilus e Bifodobacterium ssp.),
sem extrato de erva-mate;

E) logurte com cultura tradicional (Streptococcus thermophilus e Lactobacillus
bulgaricus) e cultura probiodtica (Lactobacillus acidophilus e Bifodobacterium ssp.),
com 0,1 % de extrato de erva-mate;

F) logurte com cultura tradicional (Streptococcus thermophilus e Lactobacillus
bulgaricus) e cultura probiodtica (Lactobacillus acidophilus e Bifodobacterium ssp.),

com 0,25 % de extrato de erva-mate.

3.4 Analises fisico-quimicas e microbiologicas
As andlises fisico-quimicas e microbiologicas nos iogurtes foram realizadas 24 horas

depois de elaborados e no 15°, 30°, 45° e 60° dia de armazenamento a 8°C.

3.4.1 Oxidacao dos lipideos

O nivel de oxidagdo dos lipidios foi medido através do teste com o acido 2-
tiobarbitarico (TBA) de acordo com RAHARJO et al. (1992) onde o malonaldeido foi obtido
da amostra pelo processo de extragao.

Em béquer de 50 mL foi adicionado 5g de amostra, posteriormente 0,5mL de

hidroxitolueno butilado (BHT) 0,15%, 2mL de sulfanilamida 1,5% e 18mL de acido Tricloro
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acético (TCA) 5%, homogeneizado e deixado reagir por 10 minutos. O conteudo do béquer
foi filtrado em papel filtro completando o balao com TCA 5%. Apos, foi retirado 2mL do
conteudo do baldo e colocado em tubo de ensaio com tampa juntamente com 2mL de TBARS.
Os tubos foram colocados em banho-maria a 40 °C por 80 minutos, com posterior
centrifugacdo a 3000rpm por 5 minutos, resfriamento até temperatura ambiente e leitura em

espectrofotometro em comprimento de onda de 53 1nm.

3.4.2 Oxidacao das proteinas

Para determinacdo da oxidag¢do das proteinas foi utilizado o método descrito por
LEVINE et al. (1990).

Em béquer de 50mL foi adicionado 10g de iogurte e 10mL de KCl 0,15 M,
homogeneizando-se em Mixer por 30 segundos. Apds, a mistura foi transferida para tubo de
centrifuga, deixando reagir por 15 minutos, ajustada a amostra para pH 5,2 e centrifugacio
por 20 minutos a 5000 rpm. Apds a centrifugacdo para determinacdo da quantidade de
Carbonil, retirou-se 1mL do sobrenadante na por¢ao mais transparente sendo adicionado 2mL
de DNPH em HCI 2M. Para determinacdo da quantidade de proteina (branco), retirou-se ImL
do sobrenadante e adicionou-se 2mL de HCI 2M. Ambos os tubos foram mantidos sob
agitacdo em aparelho Vortex e colocados para reagir no escuro por 60 minutos. A cada 15
minutos os tubos foram novamente agitados. Transcorrido o tempo, adicionou-se 2,5mL de
TCA 20%, com agita¢do a cada 40 segundos e posterior centrifugacdo por 20 minutos a 5000
rpm. Apoés centrifugacdo o sobrenadante foi descartado e ambos os pellets, contendo DNPH e
HCI, foram lavados com etanol:acetato de etila 1:1 (v:v) e deixados secar. Apds, adicionou-se
2 mL de guanidini 6M e a realizou-se a leitura em espectrofotdmetro em comprimento de
onda de 280 nm para amostras contendo HCIl, e em comprimento de onda de 370 nm para

amostras contendo DNPH e HCI.

3.4.3 Reacao de Maillard
Os valores de HMF (5-Hidroximetilfurfural) livie ¢ HMF total foram obtidos de
acordo com SILVA et al., (1997).
« HMF LIVRE
Em béquer de 100mL foi adicionado 10 mL de leite, em seguida SmL de 4cido oxalico
0,3 mol/L.S.R e SmL de 4cido tricloroacético (TCA) 40% (m/v) S.R, posteriormente realizou-
se uma filtragdo em papel filtro para um erlenmeyer de 125 mL. Pipetou-se 4 mL do filtrado e

ImL de acido tiobarbiturico (0,5mol/L) em tubo de ensaio com tampa e estes foram colocados
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em banho-maria a 40°C por 30 minutos. Apds resfriamento a temperatura ambiente, realizou-
se leitura em espectrofotdmetro em comprimento de onda de 443nm.
e HMF TOTAL

Em béquer de 100mL foi adicionado 10 mL de leite, em seguida SmL de acido oxalico
(0,3 mol/L.S.R) e submetido ao banho-maria por 60 minutos em temperatura de 90° C. Apds
resfriamento em temperatura ambiente, adicinou-se SmL de acido tricloroacético (TCA) 40%
(m/v) S.R. e posterior filtragdo em papel filtro para um erlenmeyer de 125 mL. Apds, foi
pipetado 4 mL do filtrado e ImL de acido tiobarbitirico (0,5mol/L) em tubo de ensaio com
tampa e estes colocados em banho-maria a 40°C por 30 minutos. Esfriou-se até¢ temperatura

ambiente e realizou-se leitura em espectrofotometro em comprimento de onda de 443nm.

3.4.4 Determinacio do pH
As medidas dos valores de pH foram realizadas em potenciometro digital conforme

INSTITUTO ADOLFO LUTZ (1985).

3.4.5 Determinacio da cor

A cor foi determinada através do colorimetro portatil (Minolta CR400), com fonte de
luz D65, na escala de L*, -a*, +b* do sistema CIELab, a 25°C. A calibracdo do aparelho foi
realizada seguindo as instrucdes do fabricante. As coordenadas de cromaticidade a* e b*
indicam as direcoes das cores, desta forma, a* > 0 ¢ a direcao do vermelho, a* <0 ¢ a direcao
do verde; b* > 0 ¢ a direcdo do amarelo e b* <0 ¢ a dire¢do do azul (MINOLTA, 1994). As
amostras foram dispostas em placa de Petry com 9,5 cm de didmetro e 1,5 cm de altura, onde
foram adicionadas 10mL do iogurte. A determinagdo ocorreu em 3 pontos diferentes da

amostra e posteriormente se calculou a média.

3.4.6 Determinacio do acido liatico

O método de titulagdo com solugdo Dornic foi utilizado para determinar o indice de
acido lactico, onde cada ImL gasto da solucdo corresponde a 10mg de &cido latico de acordo
com AOAC (2000).

Para realizacdo da determinacdo da acidez do iogurte pipetou-se para um erlenmeyer
de 125mL, 5 mL de amostra, 20mL de &gua destilada em temperatura de 40 a 50°C,
adicionou-se de 3 a 5 gotas de fenolftaleina 1% (m/v) alcodlica neutralizada. A titulacdo foi
realizada por uma solucao de hidréxido de so6dio 0,111mol/L até o ponto final detectavel pelo

aparecimento de discreta coloragdo rdsea, permanente por 30 segundos, anotando o volume
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gasto (v). Foi feito também o monitoramento do pH (8,3). A acidez, expressa em °Dornic, ¢
calculada por meio da equacao abaixo:
‘D=vx?2
Sendo: °D: acidez Dornic, v: volume da solu¢do de hidroxido de sodio gasto na
titulacdo da amostra, 2: fator referente ao volume de amostra utilizado na andlise. Para
expressar a acidez em porcentagem de 4cido lactico, dividir a acidez Dornic por 100.
Cada 0,1mL correspondente a 1°D correspondente a 0,01% de acidez expressa como

acido lactico.

3.4.7 Bactérias Lacticas
Foi utilizada a metodologia descrita por (BRASIL, 1992) e as amostras foram
semeadas em profundidade em Caldo MRS (Man, Rogosa and Sharpe) para crescimento e

incubadas a 30° durante 72 horas.

3.5 Analise Sensorial

Para a avaliagcdo de aceitacdo sensorial para os atributos cor e sabor utilizou-se escala
hedonica de 9 pontos (9= gostei muitissimo a 1= desgostei muitissimo), para as seis amostras
de iogurte avaliados no 7° dia, 30° e 45° dia de armazenamento, envolvendo 30 provadores
nao treinados consumidores de iogurte entre alunos e funcionarios da Universidade Regional
Integrada do Alto Uruguai e das Missdes — URI, Campus de Erechim, de ambos os sexos com
idade entre 18 e 50 anos.

Os testes foram realizados no Laboratério de Analise Sensorial da URI-Campus de
Erechim em cabines individuais iluminadas com luz branca. As amostras foram entregues
através de portinholas que permitem a comunica¢do entre o preparador e o provador. As
amostras foram codificadas com numeros aleatérios de trés digitos e servidas em copos
descartaveis de cor branca de S0mL, em temperatura de armazenamento do iogurte de £5°C,
juntamente com um copo de 200mL de agua mineral para ajudar na remog¢ao de sabor

residual.

3.6 Analise Estatistica

Todas as analises foram realizadas em triplicata. Os resultados foram analisados
estatisticamente através de calculos de média, desvio padrao, andlise de variancia (ANOVA) e
a comparacdo entre as médias através do teste de Tukey, utilizando o programa Statistica 6.0.

Para as analises foi considerado um nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Obtencio do extrato

As amostras da planta erva-mate (ilex paraguariensis St. Hil) foram coletadas no més
de agosto. De acordo com CARTERLE et al. (2005) as amostras colhidas no més de agosto
apresentam maior efeito antioxidante, segundo o autor este resultado pode ser atribuido ao
maior aporte de energia luminosa, que dentro do metabolismo vegetal ¢ transformada em

quimica gerando espécies reativas, que estimulariam a sintese de agentes de defesa.

4.2 Atividade Antioxidante in vitro

Os resultados obtidos apos a determinagdo da atividade antioxidante do extrato de
erva-mate em diferentes concentragdes encontram-se na Tabela 1. Pode-se observar que o
percentual antioxidante aumenta proporcionalmente a concentra¢do de extrato adicionado

atingindo 99,5% de atividade antioxidante para a concentragdo 750 ug mL™".

Tabela 1. Porcentagem da neutralizagdo do DPPH pelo extrato de erva-mate ({lex paraguariensis).

Concentragdes (ug mL™) (AA%)

1 11,50

5 18,58

10 22,94

50 23,21

100 42,66

250 55,40

500 84,31

750 99,52

A faixa de concentragdo de 1 a 750 ug mL™ foi utilizada para constru¢do da curva de
calibracdo. Apods a identificagdo da faixa de concentragdo com aumento linear em relagdo a
atividade antioxidante, estimou-se a equagao da reta (Figura 1) e entdo foi determinado a

concentracdo de extrato de erva-mate necessaria para capturar 50% do radical livre DPPH

(ICs0).
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Figura 1. Curva de calibra¢do da atividade antioxidante do extrato de erva-mate (/lex paraguariensis).

A correlacdo entre a atividade antioxidante (%) e a concentracdo de extrato utilizado
forneceu um ICs de 254,8 ug mL™', que € a concentragdo de extrato necessaria para apresentar
50 % de atividade antioxidante. Esta atividade antioxidante pode ser considerada boa,
apresentando a mesma ordem de grandeza de atividade de extratos de diversas outras
espécies. Segundo MENSOR et al. (2001) a planta Ginkgo biloba ¢ uma das plantas
consideradas com alta atividade antioxidante, pois possui um ICs,de 38,91 pg mL™".

As folhas de erva mate apresentam elevado conteido de flavondides e cafeoil
derivados, responsaveis pelas suas propriedades antioxidantes. A presenca de rutina,
quercitina e camferol, ambos livres ou como glicosideos, em vérias espécies de Ilex, incluindo
a I. paraguariensis, podem também ser responsaveis em parte pela atividade antioxidante
observada na erva mate (PADILHA, 2007).

Entretanto, diversos autores t€ém relatado a necessidade de um aumento significativo
de concentracao para uso em produtos alimenticios, em relagdo a concentragcdo minima obtida
in vitro (até¢ 100 vezes mais) (KOUTSOUMANIS et al., 1998) sendo geralmente a mesma
limitada pela aceitagdo sensorial (HOLLEY e PATEL, 2005). Neste sentido, optou-se pela

formulagao dos iogurtes com 0, 5 e 10 vezes o valor de 1Csy obtido no teste in vitro.

4.3 Oxidacao dos Lipideos
A Tabela 2 apresenta os valores médios de mg de Malonaldeido/kg de amostra obtidos
através da analise de oxidacdo de lipideos, onde as seis formulagdes de iogurtes foram

avaliadas nos tempos de 0, 15, 30, 45 ¢ 60 dias de armazenamento refrigerado.
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Tabela 2. Valores médios e desvio padrdo de mg de MA/Kg de amostra para as seis formulagdes de iogurtes

durante 60 dias de armazenamento refrigerado.

Dias analisados dos Iogurtes
0 15 30 45 60
0,020 0,015 0,021®® 0,019 0,024*®

+0,001 0,001 =*0,001 %0,001 0,001
0,018 0,019°*¢ 0,030** 0,030** 0,035*

0,003 +0,001 +0,001 0,004 =*0,003
0,015 0,025** 0,013*® 0,008*® 0,013"°

+0,002 +0,002 +0,005 0,003 *0,001
0,018**® 0,019°*¢ 0,008 0,012°® 0,012"°

+0,001 +0,001 *0,002 =*0,001 0,001

0,008 0,020°® 0,021**¢ 0,016 0,016
logurte Tradicional com extrato 0,25%

+£0,001 +0,001 +0,002 =%0,001 =+0,001

0,010 0,027** 0,019*¢ 0,020"® 0,019
0,001 +0,002 0,004 +0,001 0,003

NOTA: A¥P ]etras maitisculas vertical, *** letras mintisculas horizontal. Teste de Tukey (=0,05) com 95 % de

Tipos de logurte

Iogurte Tradicional sem extrato

Iogurte Probidtico sem extrato

logurte Tradicional com extrato 0,1%

Iogurte Probidtico com extrato 0,1%

Iogurte Probidtico com extrato 0,25%

significancia.

No tempo =zero, estabelecido para as andlises realizadas apos 24 horas de
armazenamento, as duas formula¢des de iogurte tradicional e probidtico com 0,25% de
extrato de erva mate, apresentaram diferenca estatistica (p<0,05) em relagdo as demais
formulagdes, apresentando os menores valores de mg de MA/kg de amostra (0,008 e 0,010,
respectivamente). O iogurte probidtico sem extrato de erva mate no 30° 45° e 60° dia de
armazenamento apresentou diferencga estatistica em relacdo as demais formulagdes obtendo os
maiores de valores de mg de MA/kg de amostra.

No 60° dia de armazenamento refrigerado os iogurtes tradicional e probidtico com
0,1% de extrato e com 0,25% de extrato de erva mate apresentaram diferenca estatistica em
relacdo as duas formulacdes que ndo receberam a adi¢do de extrato, de forma a apresentarem
os menores valores de mg de MA/kg de amostra, comprovando a a¢do antioxidante da
presenca do extrato da erva mate no produto.

Trabalhos envolvendo a andlise de TBARS s3ao normalmente encontrados na
determinag¢do da oxidagdo lipidica em produtos carneos. Nao foram encontrados trabalhos
envolvendo esta analise e o tempo de armazenamento de iogurtes. TORRES e OKANI (2000)
encontraram valores de 0,07 mgMA/Kg de amostra para leite tipo A, 0,07 mgMA/Kg de
amostra para leite do tipo B e 0,03 mgMA/Kg de amostra para leite do tipo C.
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Grande parte dos resultados encontrados para os iogurtes durante os 60 dias de
armazenamento encontraram-se entre 0,010 mgMA/Kg de amostra e 0,023 mgMA/Kg de
amostra, resultados estes segundo KING (1962) nao apresentaram “flavor” oxidado. O autor
ao relacionar os resultados da analise de TBARS e avaliagcdo organoléptica do leite verificou
que valores de TBARS, entre 0,010 e 0,023, ndo apresentaram “flavor” oxidado; entre 0,024 ¢
0,029 apresentaram “flavor” oxidado questionavel; entre 0,030 e 0,040 apresentaram “flavor”
oxidado leve; entre 0,041 e 0,055, “flavor” oxidado forte, e, TBARS>0,056, apresentaram
“flavor” oxidado muito forte.

O valor maximo de mg MA/Kg de amostra encontrado para as seis formulagdes de
1ogurte durante todo tempo de armazenamento, foi de 0,035 mg de MA/Kg correspondente
ao iogurte com probidtico e sem extrato de erva-mate no 60° dia de armazenamento. De
acordo com TORRES e OKANI (2000) valores de TBARS acima de 1,59mg de aldeido

malonico/kg de amostra podem causar danos a saide do consumidor.

4.4 Oxidacao das Proteinas

Os valores médios de mmol de carbonil por mg de proteina, obtidos através da andlise
de oxidagdo de proteinas, num periodo de 60 dias para seis formulagdes de iogurtes, estdo
apresentados na Tabela 3, onde verifica-se que a presenga de extrato de erva mate nao
influenciou significativamente na oxidacdo de proteinas (p < 0,05). Apesar da grande
importancia da determinagdo da oxidacao de proteinas em alimentos, estudos envolvendo esta
analise sdo bastante escassos. Nao foram encontrados trabalhos envolvendo estd anélise em
produtos lacteos. Segundo SCHAICH (2002) andlises quimicas da proteina carbonil sdo
potencialmente importantes na determinagdo da oxidacao protéica responsavel por alteragdes

na textura, formacao de sabores ¢ odores anormais em carnes.

Tabela 3. Valores médios e desvio padrao de mmol de carbonil por mg de proteina para as seis formulagdes de

iogurtes durante 60 dias de armazenamento refrigerado.

28



Dias analisados dos iogurtes
0 15 30 45 60
12,254 12,93°®  22,90*%¢ 13,23"*% 9,80

+0,52 £1,77 +1,79 +1,73 £1,36
6,13 6,64 17,15 16,46** 15,15

+0,64 £0,59 +223 £1,04 =£0,67
5,18% 20,37 30,01 10,84®® 7,38

+0,68 *1,11 +1,88 +1,54 0,04
9,504  13,06"® 25,568  6,59°C 4,919

+1,89 1,02 £253 1,65 0,60

11,104 10,23*5¢ 11,70""F 14,96*® 2,73%
logurte Tradicional com extrato 0,25%

+1,07 +2,04 £299 0,68 0,30

10,98 9,96™¢  10,83"F  1522** 738"
Iogurte Probidtico com extrato 0,25%

+142 +100 *£130 2,12 041

NOTA: *5" Jetras maiusculas vertical, * letras minusculas horizontal. Teste de Tukey (=0,05) com 95 % de

Tipos de logurte

logurte Tradicional sem extrato

Iogurte Probidtico sem extrato

logurte Tradicional com extrato 0,1%

Iogurte Probidtico com extrato 0,1%

significancia.

4.5 Reacio de Maillard

A Figura 2 apresenta médias da formacdo do composto Hidroximetilfurfural-livre
(HMF-livre), produzido através da reacao de Maillard, durante os 60 dias de armazenamento
refrigerado das seis formulagdes de iogurte. As médias e desvio padrao dos valores de HMF-
livre, das seis formulacdes de iogurte avaliados nos tempos de 0, 15, 30, 45 e 60 dias de
armazenamento encontram-se na Tabela 4.

Observa-se que embora tenham ocorrido diferengas significativas nos valores de
HMF-livre em relagdo aos seis tratamentos, nao se pode afirmar que a presenca de extrato de
erva mate tenha exercido influéncia sobre o produto. Quanto ao tempo de armazenamento, em
geral os valores de HMF-livre tendem a aumentar, com o aumento do tempo de

armazenamento.

Tabela 4. Valores médios e desvio padrao de HMF-livre pmol/L para as seis formulagdes de iogurtes durante 60

dias de armazenamento refrigerado.

Dias analisados dos iogurtes
0 15 30 45 60
56,56 45,62® 3729 7583 76,35

0,001 %£0,003 0,001 +0,003 +0,001

Tipos de logurte

Iogurte Tradicional sem extrato
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27,39°¢ 25,31 22,71 50,31** 57,08

0,004 *=0,001 *=0,002 =£0,001 +0,002
47,19%® 32,089 40,94°® 80,00** 58,64
0,001 0,001 *0,004 =%0,001 *0,002
27,92¢¢ 58,64 56,56 78,44 61,77
+0,003 0,003 £0,003 +0,004 +0,002
19,58%¢ 11,77°° 28,96"¢ 28,96 43,54
0,002 *0,001 £0,003 £0,002 +0,003
46,67°% 40,94 60,21"* 60,73*® 85,73

+0,003 +0,002 0,004 +0,003 +0,002

NOTA: A5 letras maitisculas vertical, *** letras mintisculas horizontal. Teste de Tukey (=0,05) com 95 % de

Iogurte Probidtico sem extrato

logurte Tradicional com extrato 0,1%

Iogurte Probidtico com extrato 0,1%

logurte Tradicional com extrato 0,25%

logurte Probidtico com extrato 0,25%

significancia.

Figura 2. Valores médios de HMF-livre para as seis formula¢des de iogurte, analisados nos tempos de 0, 15, 30,

45 e 60 dias.

A Figura 3 e Tabela 5 apresentam as médias da formagdo do composto
Hidroximetilfurfural-total (HMF-total), durante os 60 dias de armazenamento refrigerado das
seis formulacdes de iogurte. Nos 30 dias de armazenamento os iogurtes, tradicional e
probidtico sem extrato de erva mate apresentaram diferenga estatistica (p < 0,05), em relagdo
as demais formulagdes que receberam a adi¢do de extrato de erva mate e apresentaram os
menores valores de HMF-total, demonstrando que a presenca de extrato de erva mate

influenciou no controle dos niveis de HMF-total.
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Tabela 5. Valores médios e desvio padrao de HMF-total pmol/L para as seis formula¢des de iogurtes durante 60

dias de armazenamento refrigerado.

Dias analisados dos iogurtes
0 15 30 45 60
1630 1617°® 2181** 2091°® 1130°®

+33 *26 t16 73  +62
1741°¢  1501¢¢  2274* 2341** 1333%

*+ 63 +23 +21 +4 +53
1741°¢  1422%¢  1555¢P 1899 1292

*46 59 52 +37 +59
1469 1721*48 1518 1456* 1280

+34 +35 + 62 + 8 +45
2074 1740 1898*® 1955% 1274%
Iogurte Tradicional com extrato 0,25%
+24 +24 +23 + 38 +49

1875 1623*® 1626 1528<" 1312*
+24 * 54 4 +6 +10

NOTA: A5 letras maitisculas vertical, *** letras mintisculas horizontal. Teste de Tukey (20,05) com 95 % de

Tipos de logurte

Iogurte Tradicional sem extrato

Iogurte Probidtico sem extrato

Iogurte Tradicional com extrato 0,1%

Iogurte Probidtico com extrato 0,1%

Iogurte Probidtico com extrato 0,25%

significancia.

Em relagdo ao tempo de armazenamento, os valores de HMF-total tendem a
aumentando até o 45° dia de armazenamento, com posterior declinio dos niveis. Este declinio
pode estar aliado ao composto HMF formado na terceira etapa da reagdo de Maillard que ao
final da reagdo reage com os compostos iniciais, polimerizando-se em outros chegando as
melanoidinas (BUCKHOLZ, 1988). HIDALGO E POMPEI, 2000 também observaram a
diminui¢do dos niveis de HMF em amostra de pasta de tomate apos 98 dias de

armazenamento.
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Figura 3. Valores médios de HMF-total para as seis formulagdes de iogurte, analisados nos tempos de 0, 15, 30,

45 e 60 dias.

O leite ¢ um alimento fornecedor de grupos reativos para reacdo de Maillard onde
reagem as proteinas caseina, lactoalbumina e lactoglobulina e o agticar lactose (OETTERER,
ano). HURTADO et al. (1998) em amostras de leite em p6 reconstituido, analisados em trés
temperaturas 20, 30 e 37°C armazenados durante 9 meses, obtiveram conteudos de HMF-livre
¢ HMF-total variando de 10,3-23,5 umol/L e 15,0-34,7 umol/L, respectivamente e valores de
HMF livre e total em leite liquido variando de 0,6-1,6 pmol/L e 9,0-12,2 umol/L,
respectivamente. PINTO e WOLSFCHOON-POMBO (1984) citado por FERREIRA et al.
(1994) obtiveram para amostras de doce de leite valor de 4.889,0 umol/L HMF total. O valor
maximo de HMF total apresentado pelos iogurtes foi de 2.341,0 umol/L HMF total e valor
minimo de 1.130,0 pmol/L HMF total.

FERREIRA et al. (1994) encontrou valores de 1,05 pmol/L HMF-livre para leite UHT
desnatado, valore de 0,36 pymol/L HMF-livre para o leite UHT semi-desnatado enquanto que
os valores de HMF-livre para o leite UHT integral ndo foram detectaveis. As seis formulagdes
de iogurte atingiram valor maximo de 85,73 pmol/L HMF-livre e valor minimo de 11,77

pgmol/L HMF-livre.
4.6 Determinaciao do pH

Na Tabela 6 sdo apresentadas a evolucao do pH, nos seis tipos de iogurtes elaborados

durante 60 dias de armazenamento a 6°C.
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Logo depois de elaborados, o iogurte com probidtico e sem extrato de erva-mate
apresentou o valor de pH 4,67, e o iogurte com probiotico e 0,1% de extrato pH 4,64, sendo
os maiores valores que nao diferiram significativamente entre si, mas diferiram
significativamente (p<0,05) dos valores apresentados nas demais formulagdes. O iogurte
tradicional sem extrato foi o que apresentou o menor valor de pH (4,50), e diferiu
significativamente dos demais valores encontrados nas outras formulagdes. Nesse dia todos os
tratamentos apresentaram os maiores valores de pH apresentando diferenga estatistica dos
demais dias de armazenamento, exceto para o iogurte tradicional com 0,25% de extrato de
erva-mate que nao diferiu estatisticamente (p<0,05) do 45° dia de armazenamento.

No 15° dia de armazenamento o iogurte tradicional sem extrato de erva-mate e o
iogurte tradicional com 0,1% de extrato apresentaram os maiores valores de pH 4,13 e pH
4,15, respectivamente e nao diferiram significativamente (p<0,05), enquanto que o iogurte
com probidtico e sem extrato, e os iogurtes com probiotico e 0,1% e 0,25% de extrato de
erva-mate apresentaram os menores valores de pH 4,03; 4,06 e 4,07 respectivamente € nao

diferiram significativamente (p<0,05).

Tabela 6. Valores médios e desvio padrao de pH, nos seis tipos de iogurtes elaborados durante 60 dias de

armazenamento a 5°C.

Dias analisados dos iogurtes
0 15 30 45 60
4,50°° 4,13*48 3.81% 4,16 3,99F

0,02 +£0,02 £0,01 £0,02 £0,02
4,67 4,03 3,74% 423°C 4722

0,01 £0,02 0,01 £0,01 £0,02
4,56 4,15 3,66 4,44"® 4374

0,02 +£0,02 £0,02 £0,01 0,01
4,64 4,06 3,59 421 4,17°°

0,01 £0,02 0,02 £0,01 £0,02
4,55 4,105 3,329 4,52*4 431"

Iogurte Tradicional com extrato 0,25%
+0,01 +£0,02 +£0,02 £0,02 +0,01
4,60 4,079P 3,44 451 4,12¢*

Iogurte Probidtico com extrato 0,25%
+0,02 £0,01 0,02 £0,02 *0,01

NOTA: A5 letras maitisculas vertical, *** letras mintisculas horizontal. Teste de Tukey (20,05) com 95 % de

Tipos de Iogurte

Iogurte Tradicional sem extrato

Iogurte Probidtico sem extrato

logurte Tradicional com extrato 0,1%

Iogurte Probidtico com extrato 0,1%

significancia.
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No 30° dia de armazenamento o iogurte tradicional sem extrato de erva-mate apresentou
o maior valor de pH 3,81 diferindo estatisticamente (p<0,05) das demais formula¢des, o
iogurte tradicional com 0,25% de extrato apresentou o menor valor, pH 3,32 diferindo
estatisticamente (p<0,05) dos demais iogurtes. Nesse dia foram obtidos os menores
valores de pH para todos os tratamentos. MARTIN (2002) também observou
diminui¢do de pH em iogurtes durante o periodo de 30 dias de armazenamento.

No 45° dia de armazenamento o iogurte tradicional com 0,25% de extrato de erva-
mate e o iogurte com probiotico e 0,25% de extrato apresentaram os maiores valores de pH
4,21 e pH 4,51, respectivamente apresentando diferenca estatistica (p<0,05) das demais
formulagdes, enquanto que o iogurte tradicional sem extrato apresentou o menor valor pH
4,16 diferindo estatisticamente (p<0,05) das demais formulacdes.

No 60° dia de armazenamento o iogurte tradicional sem extrato de erva-mate manteve-
se com o menor valor pH 3,99, diferindo estatisticamente (p<0,05) das demais formulagdes.

Durante o periodo de armazenamento todas as formulagdes apresentaram os maiores
valores de pH no zero dia de analise, diferindo estatisticamente dos demais dias de
armazenamento. Os menores valores de pH foram apresentados no 30° dia de andlise
diferindo estatisticamente dos demais dias de armazenamento, exceto para o iogurte
tradicional com 0,25% de extrato de erva-mate que no zero dia de andlise ndo apresentou
diferenca estatistica (p<0,05) do 45° dia de armazenamento.

As seis formulagdes seguiram o mesmo comportamento, com declinio do pH no inicio
do armazenamento atingindo os menores valores no 30° dia de armazenamento e posterior
aumento de pH. A diminui¢do nos valores de pH estd relacionada a pos-acidificagdo do
iogurte durante o armazenamento refrigerado. OLIVEIRA e DAMIN (2002), também
observaram ligeira diminui¢do do pH, quando estudaram a viabilidade de bactérias do iogurte
e das culturas probidticas em leite fermentado sob refrigeracdo a 4°C durante o periodo de
estocagem das amostras. O valor do pH ¢ importante, uma vez que o iogurte com baixa acidez
(pH >4,6) favorece a separagdo do soro porque o gel ndo foi suficientemente formado, por
outro lado, em pH < 4,0, a contracdo do codgulo, devido a reducdo da hidratacdo das
proteinas, também causa dessoramento (BRANDAO, 1995).

Até o 15° dia de armazenamento, observou-se que os valores de pH entre as
formulagdes que apresentaram as mesmas bactérias lacticas nao apresentaram diferenca
estatistica (p<0,05), independente da presenca de extrato de erva-mate nas formulagdes,
enquanto que, no 30° e 45° dia de armazenamento, as duas formulagdes com 0,25% de extrato

apresentaram os menores valores de pH e os maiores valores, respectivamente onde o extrato
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possa ter influenciado. No 60* dia de armazenamento observa-se a mesma tendéncia
apresentada no zero e 15° dia de armazenamento.

No final das 4 horas de fermentagao os seis tipos de iogurtes elaborados apresentaram
valores de pH (4,67 a 4,50) dentro da faixa de valores recomendados por AQUARONE et al.,
(1983) cujo faixa varia entre 4,5 a 4.6. VEISSEYRE (1988) menciona que o iogurte pode
atingir um pH final entre 3,6 a 4,3, enquanto que MOREIRA et al. (1999) argumentaram que
os valores de pH desejados estariam entre 4,2 e 4,5.

O valor de pH tem sua importancia relacionada também com o aspecto visual do
produto final durante sua conservagio em temperaturas baixas. E fundamental que haja um
controle rigoroso para que nao ocorram possiveis separacdes de fase, acidificacdo elevada,
influenciada pelo tipo de fermentacdo, além de alteragdes nas caracteristicas sensoriais que

poderao tornar o produto indesejavel (GOMES, 2005).

4.7 Determinacao da Cor
Na Tabela 7 sao apresentados os valores médios dos parametros de luminosidade (L*)

determinados nos seis tipos de iogurtes elaborados durante 60 dias de armazenamento a 5°C.

Tabela 7. Pardmetro de luminosidade (L*), nos seis tipos de iogurtes elaborados durante 60 dias de

armazenamento a 5°C.

Dias analisados dos iogurtes
0 15 30 45 60
86,13** 84,56" 84,68* 80,21°* 78,97

+0,46 =+=0,67 £033 £0,79 0,35
85,974 83,71" 83,58"* 80,91* 77,33%¢
+*0,16 +0,29 +040 *0,63 =*0,15
84,36® 84,75 84,284 79,61 77,51¢
+0,50 +0,28 *0,79 0,71 *0,29
84,01 84,69** 84,60 81,01™ 77,455¢
+0,38 +0,27 £0,778 +0,57 %045
83,98 84,60 84,614 78,22 77,67
+0,44 021 %035 £0,37 0,31
83,93 84,49% 8446 78,25 76,66

+031 +038 +029 029 £0,23

NOTA: A5 letras maitisculas vertical, *** letras mintisculas horizontal. Teste de Tukey (20,05) com 95 % de

Tipos de logurte

Iogurte Tradicional sem extrato

Iogurte Probiotico sem extrato

Iogurte Tradicional com extrato 0,1%

Iogurte Probidtico com extrato 0,1%

Iogurte Tradicional com extrato 0,25%

Iogurte Probidtico com extrato 0,25%

significancia.
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Logo apds elaborados, o iogurte tradicional sem extrato de erva-mate e o iogurte com
probiodtico e sem extrato apresentaram os maiores valores de luminosidade (L*) de 86,13 e
85,97, respectivamente apresentando diferenca estatistica (p<0,05) dos demais iogurtes.

Os valores de luminosidade (L*) no 15° dia de armazenamento ¢ no 30° dia de
armazenamento nas seis formulagdes ndo diferiram estatisticamente (p<0,05) entre si.

No 45° dia de armazenamento o iogurte tradicional com 0,25% de extrato de erva-
mate e o iogurte com probiotico e 0,25% de extrato, apresentaram os menores valores de
luminosidade (L*) de 78,22 e 78,25, respectivamente, ndo diferindo estatisticamente (p<0,05)
do iogurte tradicional com 0,1% de extrato.

No 60° dia de armazenamento o iogurte tradicional sem extrato de erva-mate
apresentou o maior valor de luminosidade (L*) de 78,97 diferindo estatisticamente (p<0,05)

dos demais iogurtes.

Tabela 8. Coordenada de cromaticidade (*a), nos seis tipos de iogurtes elaborados durante 60 dias de

armazenamento a 6°C.

Dias analisados dos iogurtes
0 15 30 45 60
-3,82°8C 3,00 2,269 -3,04® -3,45¢

+0,03 0,12 *0,07 £0,15 £0,08
-3,75%  -3,09%B 2259 .2 83F .3 3]
+0,06 +0,13 £0,18 0,04 0,09
-3,99%48 3,45 D 5198C 3,434 3 6]PAB
+0,08 0,13 +0,11 =£0,08 0,08
-4,09*%  -3,49"% 256 3,48 -3 588
+0,07 +0,03 £0,08 =£0,02 =+0,12
4,10 -3,51" 2,989 .3,64* 376"
+0,10 +0,11 0,09 0,19 0,11
-4,12*4  -3,54"% 29190 3,64 370"

+0,10 +0,13 +0,08 *0,16 +0,05

NOTA: A5 letras maitisculas vertical, *** letras mintisculas horizontal. Teste de Tukey (=0,05) com 95 % de

Tipos de Iogurte

Iogurte Tradicional sem extrato

Iogurte Probidtico sem extrato

Iogurte Tradicional com extrato 0,1%

Iogurte Probiotico com extrato 0,1%

Iogurte Tradicional com extrato 0,25%

Iogurte Probidtico com extrato 0,25%

significancia.

Como os seis tipos de iogurtes elaborados partiram da mesma formulag¢ao basica, o
extrato de erva-mate pode ter influenciando na redugdo dos valores de luminosidade (L*), e a
escala desses valores varia entre zero (0) e cem (100), sendo denominado preto e branco,

respectivamente. No zero dia de andlise e no 45° de armazenamento os valores de
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luminosidade (L*) apresentados para as duas formulagdes com 0,25% de extrato foram os
menores diferindo estatisticamente das formula¢des com auséncia de extrato.

Durante o periodo de armazenamento as seis formulagdes de iogurtes seguiram a
mesma tendéncia com diminui¢do dos valores de luminosidade (L*) de maneira a
apresentarem os menores valores no 60° dia de armazenamento onde apenas o iogurte
tradicional sem extrato de erva-mate e o iogurte tradicional com 0,25% de extrato nao
apresentaram diferenca estatistica (p<0,05) do 45° dia de armazenamento.

Na Tabela 8 sdo apresentados os valores médios de cromaticidade (*a) utilizados na
determinagdo da cor, nos seis tipos de iogurtes elaborados durante 60 dias de armazenamento
a 5°C.

Os valores de a* foram negativos (-a*), em dire¢ao ao verde e os valores de b* foram
positivos (+b*), em dire¢do ao amarelo, devido a presenca de clorofila no extrato de erva-
mate adicionado em diferentes percentuais 0,1% e 0,25%. Pela degradacdo da clorofila, a cor
passa de verde-brilhante para verde-oliva em alimentos processados € uma ampla variedade
de cores em tecidos senescentes, no caso de vegetais consumidos in natura (HEATON e
MARANGONI, 1996).

Logo depois de elaborados, o iogurte com probidtico e 0,25% de extrato de erva-mate
e o iogurte tradicional com 0,25% de extrato apresentaram os valores de cromaticidade (a*)
mais afastados de zero (-4,12) e (-4,10), respectivamente apresentando diferenca estatistica
(p<0,05) do iogurte tradicional sem extrato e do iogurte com probidtico e sem extrato, os
quais, apresentaram os valores de cromaticidade (a*) mais proximos de zero (-3,82) e (-3,75),
respectivamente ndo diferindo estatisticamente (p<0,05) entre si, o iogurte tradicional sem
extrato ndo apresentou diferenca estatistica (p<<0,05) do iogurte tradicional e 0,1% de extrato,
enquanto que o iogurte com probidtico e sem extrato diferiu estatisticamente (p<0,05) das
demais formulagdes.

O mesmo comportamento foi apresentado at¢ o 60° dia de armazenamento, onde as
duas formulacdes que receberam a adicao de 0,25% de extrato de erva-mate apresentaram os
valores de cromaticidade (a*) mais afastados de zero diferindo estatisticamente (p<0,05) das
duas formulagdes com auséncia de extrato as quais apresentaram os valores de cromaticidade
(a*) mais proximos de zero. Apenas no 30° dia de armazenamento as duas formulagdes com
0,25% apresentaram diferenca estatistica das duas formulagdes com 0,1% de extrato.

Durante todo periodo de armazenamento os iogurtes que receberam maior percentual
de adigdo de extrato de erva-mate de 0,25% apresentaram os valores de cromaticidade (a*)

mais afastados de zero (mais verdes), diferindo estatisticamente (p<0,05) dos iogurtes que nao
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receberam a adicdo de extrato e que apresentaram os valores de cromaticidade (a*) mais
proximos de zero (menos verdes).

Para valores negativos do parametro a*, a aproximacgdo do zero no espago de cores
corresponde a perda de cor verde (LAWLESS e HEYMANN, 1999), ocorrendo nos seis tipos
de iogurtes até o 30° dia de armazenamento onde os valores encontraram-se mais proximos de
zero apresentando diferenca estatistica (p<0,05) dos demais dias de armazenamento em todos
0s tratamentos.

Segundo TIJSKENS et al (2001), quanto mais 4cido (menor) o pH do meio, mais
rapida ¢ a descoloracdo de vegetais clorofilados, por tanto a perda da coloracdo verde pode
estar relacionada ao decréscimo continuo do pH (Tabela 6) ocorrido em todos os tipos de
iogurte apresentando os valores de pH mais baixos no 30° dia de armazenamento diferindo
estatisticamente (p<0,05) dos demais dias. A clorofila ¢ sensivel ao pH, enzimas, temperatura,
luz e oxigénio, os quais tem maior ou menor influéncia na sua degradacdo de acordo com a
atividade de dgua do meio (LAJOLO et al, 1971; SCHWARTZ ¢ LORENZO, 1990; BOHN e
WALCZYK, 2004).

OLIVEIRA e DAMIN (2002) também observaram ligeira diminui¢do do pH, quando
estudaram a viabilidade de bactérias do iogurte e das culturas probioticas em leite fermentado
sob refrigeragdo a 4°C durante o periodo de estocagem das amostras.

Na Tabela 9, sao apresentados os valores médios de cromaticidade (*b) utilizados na
determinagdo da cor, nos seis tipos de iogurtes elaborados durante 60 dias de armazenamento
a 5°C.

Logo depois de elaborados os iogurtes (zero dia) o iogurte tradicional sem extrato de
erva-mate e iogurte com probidtico sem extrato apresentaram os menores valores de b* de
4,40 e 4,77, respectivamente, apresentando diferenca estatistica (p<0,05) dos demais tipos de
iogurtes, enquanto que o iogurte tradicional com 0,25% de extrato de erva-mate e iogurte com
probiotico e 0,25% de extrato apresentaram os maiores valores de 12,38 e 12,61,
respectivamente, os quais diferiram estatisticamente (p<0,05) dos demais tipos de iogurte, os
valores intermedidrios foram obtidos para o iogurte tradicional com 0,1% de extrato de 8,71 e
iogurte com probidtico e com 0,1% de extrato de 8,75, respectivamente, os quais
apresentaram diferenca estatistica (p<0,05) dos demais iogurtes.

O mesmo comportamento foi observado até¢ o 60° dia de armazenamento onde os
iogurtes com maior percentual de adicdo de extrato de 0,25%, apresentaram os maiores
valores de b* (mais amarelos), diferindo estatisticamente (p<0,05) dos demais tipos de

logurte, os iogurtes que receberam a adigdo de 0,1% de extrato, apresentaram os valores
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intermedidrios de b*, enquanto que, os iogurtes que ndo receberam a adicdo de extrato,
apresentaram os menores valores de b* diferindo estatisticamente (p<0,05) das demais

formulagdes.

Tabela 9. Coordenada de cromaticidade (*b), nos seis tipos de iogurtes elaborados durante 60 dias de

armazenamento a 6°C.

Dias analisados dos iogurtes
0 15 30 45 60
4,40 2,770 2,77 2,239 3,12

+0,02 +0,15 0,19 *0,13 £0,05
477 2,82°¢ 234 1,88 2,76™C

+0,15 *0,12 +0,16 *0,04 +0,25
8,71°®  8,28% 6,52 775" 6,385
0,16 *=0,18 +0,18 £0,I18 +0,12
8,75 7,96 6,42 772°® 6,72
0,17 +0,18 *0,17 0,13 0,09
12,384 11,32°* 11,16™ 9,65 10,26
+0,20 *0,18 +0,09 +0,10 *0,12
12,61*4 11,28"* 11,08% 9,824 9,94

0,16 +0,19 *£0,19 0,18 +0,13

NOTA: A¥ ]etras maitisculas vertical, *** letras mintisculas horizontal. Teste de Tukey (=0,05) com 95 % de

Tipos de logurte

Iogurte Tradicional sem extrato

Iogurte Probidtico sem extrato

Iogurte Tradicional com extrato 0,1%

Iogurte Probidtico com extrato 0,1%

logurte Tradicional com extrato 0,25%

Iogurte Probidtico com extrato 0,25%

significancia.

Durante o periodo de armazenamento todas as formulagdes exceto o iogurte
tradicional com 0,1% de extrato de erva-mate (ndo diferiu estatisticamente (p<0,05) do 15°
dia de armazenamento) apresentaram os maiores valores de b* no zero dia de andlise
diferindo estatisticamente (p<0,05) dos demais dias de armazenamento.

Os maiores valores de *b em todas as formulagdes foram obtidos no zero dia de
analise de maneira a apresentarem reducdo nos valores no decorrer do tempo de
armazenamento.

O iogurte tradicional com 0,25% de extrato de erva-mate e o iogurte com probidtico e
0,25% , quando comparados com as duas formulagdes que ndo receberam a adi¢ao de extrato,
em todos os dias de armazenamento apresentaram os valores de a* mais afastados de zero (+
verdes), os maiores valores b* (+ amarelos), enquanto que os valores de L* foram os menores

(menos esbranquigados) no zero e 45° dia de armazenamento.
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4.8 Determinagio do Acido Latico
Na Tabela 10 sdo apresentados os resultados de acidez expressa em graus Dornic (°D),

nos seis tipos de iogurtes elaborados, durante 60 dias de armazenamento a 5°C.

Tabela 10. Acidez expressa em graus Dornic (°D), nos seis tipos de iogurtes elaborados durante 60 dias de

armazenamento a 6°C.

Dias analisados dos iogurtes

Tipos de logurte

0 15 30 45 60
8394 90°¢ 113*  106™ 11148
Iogurte Tradicional sem extrato
+1 +2 +2 +2 +2
80dAB 99bcA IOSaB 950B 104abCD
Iogurte Probidtico sem extrato
+2 +2 +2 +2 +2
74bC 77bD 99aCD 97aB 97aE
logurte Tradicional com extrato 0,1%
+2 +1 *+1 +1 +2
82CAB 97bAB loobBCD 96bB 1 14aA
Iogurte Probidtico com extrato 0,1%
+2 +3 +2 +2 +2
78cBC 790D 95aD 87bC 99aDE
logurte Tradicional com extrato 0,25%
+2 +1 +3 +3 +3
82CAB 93bBC 103aBC 103aA 106aBC
logurte Probidtico com extrato 0,25%
+2 +1 +2 +1 +2

NOTA: A¥ ]etras maitisculas vertical, *** letras mintisculas horizontal. Teste de Tukey (=0,05) com 95 % de

significancia.

Logo depois de elaborados os iogurtes (zero dia), o iogurte tradicional sem extrato de
erva-mate apresentou o maior valor de acidez de 83°D, diferindo estatisticamente do iogurte
tradicional com 0,1% de extrato e do iogurte tradicional com 0,25% de extrato, os quais
apresentaram os menores valores de acidez.

No 15° dia de armazenamento o iogurte com probiodtico e sem extrato de erva-mate e o
iogurte com probiodtico e com 0,1% de extrato apresentaram os maiores valores de acidez de
99°D e 97°D, o iogurte com probiotico e 0,1% de extrato que nao diferiu estatisticamente
(p<0,05) do iogurte com probiotico e 0,25% de extrato, enquanto que o iogurte com
probidtico em sem extrato apresentou diferenca estatistica (p<0,05) das demais formulagdes.

No 30° dia de armazenamento o iogurte tradicional sem extrato de erva-mate
apresentou o maior valor de acidez de 113°D diferindo estatisticamente (p<0,05) dos demais
iogurtes, enquanto que o iogurte tradicional com 0,25% de extrato apresentou o menor valor

de acidez de 95°D, ndo apresentando diferenga estatistica (p<0,05) do iogurte tradicional com
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0,1% de extrato e do iogurte com probidtico e 0,1% de extrato. Comportamento semelhante
foi apresentado no 45° e 60° dia de armazenamento dia de armazenamento.

Os valores de acidez durante o tempo de armazenamento atenderam ao estabelecido
pela legislagao brasileira em vigor, que ¢ de 60°D a 150°D (BRASIL, 1997). No decorrer do
tempo de armazenamento na medida em que ocorre o abaixamento do pH a acidez aumenta
para todos os tratamentos. Nao se observou interferéncia do extrato de erva-mate nos valores
de acidez.

Durante o periodo de armazenamento até o 30° dia, observou-se o declinio do pH e o
aumento da acidez expressa em graus Dornic (°D) nos seis tipos de iogurtes, devido a
continua producdo de acidos pelas bactérias lacticas. Segundo BEAL et al., (1999) os iogurtes
estdo sujeitos ao decréscimo de pH e ao aumento da acidez durante a estocagem refrigerada,
isso devido a persistente atividade das bactérias durante a estocagem do produto. A vida de
prateleira do iogurte deve ser em torno de 30 dias, periodo no qual o produto deve manter
suas caracteristicas proprias, deste que adequadamente refrigerado (VEDAMUTHU, 1991).

Estudos realizados por SALJI e ISMAIL (1983) mostraram que em iogurtes
armazenados sob refrigeragdo, a acidez pode apresentar alteracdes em maior ou menor grau,
dependendo do wvalor inicial da mesma, da temperatura de refrigeracdo, do tempo de
armazenagem e do poder de pos-acidificacao das culturas utilizadas. DAVE e SHAH (1997)
observaram um aumento na acidez depois de 35 dias de estocagem de um iogurte elaborado

com culturas tradicionais e probidticas.

4.9 Analise de Bactérias Laticas
Na Tabela 11, sdo apresentados os numeros de colonias das bactérias lacticas (logio

UFC/mL), nos seis tipos de iogurtes elaborados durante 60 dias de armazenamento a 5°C.

Tabela 11: Numero de colonias de bactérias lacticas bactérias lacticas (log;o UFC/mL), nos seis tipos de iogurtes

elaborados durante 60 dias de armazenamento a 5°C.

. Dias analisados dos iogurtes
Tipos de Iogurte 0 15 30 45 60

9,21*4 9,05** 9,15** 8,72 8,798

Iogurte Tradicional sem extrato
+0,07 £0,06 £0,07 £0,12 0,20

9,12*4 9,13** 9,16 8,85"% §,82"

+0,10 £0,04 £0,03 *£0,22 =+0,09
9,14* 9,09** 921*4 9,44* 848"

0,13 £0,07 £0,08 £0,39 +£0,23

Iogurte Probiotico sem extrato

Iogurte Tradicional com extrato 0,1%
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9,14** 9,084 9,074 9,16" 8,20

+0,13 £0,08 +0,08 =0,17 =*0,64
9,12** 9,15** 7,09°® 8,14 9,01

logurte Tradicional com extrato 0,25%
+0,04 £0,04 £0,06 £0,02 =*0,08
o 9,17** 9,13** 7,09°® 8,19 9,08

logurte Probidtico com extrato 0,25%
+0,03 £0,04 +0,11 *+0,08 +0,20

NOTA: ** letras maitisculas vertical, “*P letras mintsculas horizontal. Teste de Tukey (=0,05) com 95 % de

Iogurte Probidtico com extrato 0,1%

significancia.

Logo depois de elaborados os iogurtes (zero dia) o nimero de colonias de bactérias
lacticas variou de log;o 9,21 UFC/mL (iogurte tradicional sem extrato) a log;o 9,12 UFC/mL
(iogurte com probidtico e sem extrato e no iogurte tradicional com 0,25% de extrato de erva-
mate), ndo ocorrendo diferenca estatistica (p<0,05) entre os valores . No 15° dia de ndo se
observou diferenca estatistica (p<0,05) entre os iogurtes.

No 30° dia de armazenamento o iogurte tradicional sem extrato, o iogurte tradicional
com 0,1% de extrato e o iogurte com probidtico sem extrato de erva-mate apresentaram como
nimero de colonias de bactérias lacticas logi, 9,15; logie 9,21 e logy 9,16 UFC/mL
respectivamente, ¢ ndo diferiram estatisticamente (p<0,05). Os nimeros de coldnias de
bactérias lacticas no iogurte tradicional com 0,25% de extrato e no iogurte probidtico com
0,25% foram menores (logiy 7,09 UFC/mL), mas ocorreram problemas quando de sua
realizacao.

Nao foi observada diferenga estatistica (p<0,05) na contagem das bactérias lacticas, de
maneira que o extrato de erva mate ndo afetou o desenvolvimento microbiologico.

No 45° dia de armazenamento o iogurte tradicional com 0,1% de extrato de erva-mate
apresentou o maior nimero de coldnias de bactérias lacticas (logio 9,44 UFC/mL), o qual
diferenciou-se significativamente do niimero de colonias encontrado no iogurte tradicional
sem extrato, ¢ também dos iogurtes tradicional com 0,25% de extrato e do probidtico com
0,25% de extrato de erva-mate. Ocorreu também diferenga significativa (p<0,05) entre o
iogurte tradicional sem extrato (logio 8,72 UFC/mL), e os iogurtes tradicional (logi, 8,14
UFC/mL) e probiotico (logio 8,19 UFC/mL) ambos com 0,25% de extrato de erva-mate.

No 60° dia de armazenamento os iogurtes tradicional (logi, 8,48 UFC/mL) e
probiotico (logiy 8,20 Ufc/mL) apresentaram o menor numero de coldnias de bactérias
lacticas, as quais diferiram significativamente (p<0,05) dos iogurtes tradicional (log;, 9,01
UFC/mL) e probidtico (logio 9,08 UFC/mL) ambos com 0,25% de extrato de erva-mate, nos

quais ocorreu o maior niumero de colonias de bactérias lacticas.
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O iogurte tradicional sem extrato e o iogurte com probidtico sem extrato apresentaram
os menores numeros de colonias de bactérias lacticas no 45° e 60° dia de analise, durante o
armazenamento.

O iogurte tradicional com 0,1% de extrato de erva-mate e o iogurte com probidtico e
0,1% de extrato apresentaram no 60°dia de armazenamento os menores niimeros de coldnias
de bactérias lacticas, apresentando diferenca estatistica (p<0,05) dos demais dias de analise.

O 1ogurte tradicional com 0,25% de extrato de erva-mate e o iogurte com probiotico e
0,25% de extrato apresentaram os menores numeros de colonias de bactérias lacticas no 30°
(problemas durante a realizagdo da andlise) e 45° dia de armazenamento, diferindo
estatisticamente (p<0,05) dos demais dias de armazenamento, exceto o iogurte tradicional
com 0,25% de extrato que ndo apresentou diferenca estatistica do 60° dia de armazenamento.

Os resultados obtidos em todos os dias analisados, nos quatro tipos de iogurtes
(tradicional e probidtico) que continham extrato de erva-mate (0,1% e 0,25%), demonstraram
que ndo ocorreu acao do efeito antimicrobiano da erva-mate frente a cultura pura e probiotica
empregadas, uma vez que a erva-mate apresenta esse efeito (GONCALVES et al., 2005;
HECK e MEJHA, 2007; EFING, 2008), demonstrando que essas concentracdes podem ser
empregadas sem causar prejuizos ao produto elaborado.

VALDUGA et al. (2008) observaram em iogurte tradicional contendo 0,1% de extrato
de erva-mate maior nimero de coldnias de bactérias lacticas, do que no iogurte tradicional
sem extrato, sendo significativa a diferenga durante os 45 dias de armazenamento. Nesse
trabalho o iogurte tradicional com 0,1% de extrato de erva-mate apresentou maior numero de
colonias de bactérias lacticas em relagdo ao iogurte tradicional sem extrato no 15°, 30° e 45°
dia, mas ocorreu diferenga significativa somente no 45° dia de armazenamento. Enquanto que
para o iogurte tradicional contendo 0,25% de extrato de erva-mate, foi observado maior
numero de coldnias de bactérias lacticas somente no 15° e 60° dia de armazenamento, em
relagdo ao iogurte tradicional sem extrato, ocorrendo diferenga significativa (p<0,05) apenas
no 60° dia.

O numero de coldonias de bactérias lacticas em iogurte tradicional contendo 0,1% de
extrato de erva-mate diminuiu durante os 45 dias de armazenamento a 5°C, pois variou de
logio 5,46 UFC/mL a log;o 4,58 UFC/mL (VALDUGA et al., 2008). Nos iogurtes tradicional e
probidtico que continham 0,1% de extrato de erva-mate foi observado diminui¢do no nimero
de coldnias de bactérias lacticas no 60°dia de armazenamento, enquanto que os iogurtes que

continham 0,25% de extrato de erva-mate isso ocorreu a partir do 45° dia.
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4.10 Analise sensorial

A Tabela 12 apresenta as médias das pontuagdes da avaliacdo de aceitagdo sensorial
obtidas através da escala hedonica de nove pontos nas seis formulagdes de iogurtes, nos
tempos de 7, 30 e 45 dias de armazenamento refrigerado.

As menores médias (6= gostei legeiramente) dos atributos sabor e cor apresentadas na
analise sensorial corresponderam as duas formulagdes que receberam adi¢ao de 0,25% de
extrato em sua formulagdo. Esse resultado pode estar correlacionado com o maior percentual
de compostos presentes nesses iogurtes, pois de acordo com VALDUGA et al., (1995) a erva-
mate em geral pode apresentar 20% a 30% de polifendis, flavondides em sua composi¢ao,

conferindo gosto adstringente ao iogurte.

Tabela 12. Analise sensorial realizada nas diferentes formulagcdes de iogurte durante o periodo de

armazenamento.
e - Amostras*
Caracteristicas sensoriais** A B C D E F
7 Dias 7.438A  713abA ¢ 43bA  7478A 7 13abA ¢ 47bA
Sabor +0,50 =*+082 +130 097 0,78 1,17
30 Dias 7,738A  7273abA 6 63 bA  777aA 730abA ¢ 60bA
+0,83 *+094 1,10 1,01 =*088 +1,28
45 Dias 7,53aA  720abA 6 93bA  750aA 7 03abA ¢ g7bA
+082 *+089 +0,.83 +0,82 1,00 1,07
7 Dias 7,933 7,533A  667bA  7973A  757aA  673bA
Cor 0,70 *051 +0,84 0,72 +£0,50 =+1,11
30 Dias 7,838A  750abA 6 87bA 7 90aA 7 53abA g 9obA
0,65 =094 1,17 0,71 0,73 0,99
45 Dias 7,938A  7.40abA 6 83bA  790aA 7 40abA ¢ 9obA

+0,69 +063 *£0,75 +£0,80 *0,72 £0,96

** médias + desvio padrdo das pontuacdes dos provadores seguidas de letras iguais mintisculas/maitsculas nas

linhas/colunas ndo diferem estatisticamente a nivel de 5% (teste Tukey).

* (A) lIogurte Tradicional sem extrato; (B) logurte Tradicional com extrato 0,1%; (C) logurte
Tradicional com extrato 0,25%; (D) logurte Probiotico sem extrato; (E) Iogurte Probidtico

com 0,1% de extrato; (F) logurte Probidtico com 0,25% de extrato.
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5. CONCLUSAO

Ap6s o desenvolvimento deste trabalho, pode-se concluir que:

1. O percentual antioxidante aumenta proporcionalmente a concentracdo de extrato
adicionado atingindo 99,5% de atividade antioxidante para a concentracdo 750 ug mL-
1.

2. A correlacdo entre a atividade antioxidante (%) e a concentragdo de extrato utilizado
forneceu um ICs, de 254,8 pg mL™', que é a concentracdo de extrato necessaria para
apresentar 50 % de atividade antioxidante. Esta atividade antioxidante pode ser
considerada boa, apresentando a mesma ordem de grandeza de atividade de extratos de
diversas outras espécies.

3. No 60° dia de armazenamento refrigerado os iogurtes tradicional e probidtico com
0,1% de extrato e ambos com 0,25% de extrato de erva mate apresentaram diferenca
estatistica em relagdo as duas formula¢des que nado receberam a adigdo de extrato, de
forma a apresentarem os menores valores de mg de MA/kg de amostra, comprovando
a a¢do antioxidante da presenca do extrato da erva mate no produto.

4. A presenca de extrato de erva mate nao influenciou significativamente na oxidacgao de
proteinas (p < 0,05).

5. As seis formulagdes seguiram o mesmo comportamento em relagdo ao pH.

6. No decorrer do tempo de armazenamento na medida em que ocorre o abaixamento do
pH a acidez aumenta para todos os tratamentos. Ndo se observou interferéncia do
extrato de erva-mate nos valores de acidez.

7. Nao foi observada diferenca estatistica (p<<0,05) na contagem das bactérias lacticas, de
maneira que o extrato de erva mate nao afetou o desenvolvimento microbiologico.

8. Em relagdo a avaliagdao sensorial das formulacdes testadas, as menores médias dos
atributos sabor e cor apresentadas na analise sensorial corresponderam as duas

formulagdes que receberam adig¢ao de 0,25% de extrato em sua formulagao.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Seguindo a nova tendéncia dos consumidores, atualmente ¢ vendido em todo o Brasil
o chd mate nos sabores natural, limdo, péssego, mag¢a, abacaxi e guarand. Para tanto os
possiveis trabalhos poderiam partir desta idéia inicial aplicada ao cha-mate e avaliar
sensorialmente a adicdo de sabores variados adicionados em diferentes percentuais na
formulacao basica do iogurte apresentada neste trabalho, aliado a pesquisas de mercado na
insercao deste novo produto, potencial de producdo do extrato de erva-mate pelas industrias
da regido e infra-estrutura adicional requerida para implanta¢ao dessa nova tecnologia.

Avaliagdes in vivo ndo foram realizadas neste trabalho, sendo um estudo de grande
importancia na avaliagdo dos efeitos que o consumo do iogurte com probiodtico e extrato de
erva-mate pode causar.

A novidade da utilizagdo do extrato de erva-mate como antioxidante natural em
1ogurte tradicional e probiotico bem como os resultados positivos da analise sensorial,
poderdo servir de embasamento cientifico para utilizagdo do antioxidante em outros produtos,
como em queijo acrescidos ou ndo de culturas lacteas probioticas, produtos que assim como o
iogurte representam um mercado consumidor em ascensao.

Importantes determinagdes envolvendo reagdo de Maillard, Oxidagdo de Lipideo e
Oxidagdao de Proteina realizadas neste trabalho poderao servir de base para posteriores
determinagdes, ja que atualmente pesquisas envolvendo estas andlises em alimentos como o

iogurte sdo bastante escassas.
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