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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo investigar os efeitos do tratamento térmico e
do pH na producao de doce de leite, com énfase na formagao de compostos derivados
da Reacdo de Maillard e nas propriedades fisico-quimicas e reoldgicas do produto
final. Foram elaboradas formula¢des submetidas a diferentes tempos de aquecimento
(0 a 55 minutos a 121,1 °C), sendo os respectivos valores de Fo calculados para cada
tratamento. O HMF (5-hidroximetilfurfural), principal marcador da Reacéo de Maillard,
foi avaliado em duas formas: HMF livre, diretamente quantificado por HPLC nas
amostras recém-produzidas, e HMF desenvolvido, obtido por reaquecimento das
amostras a 90 °C por até 3 horas. As analises demonstraram que o HMF livre segue
uma tendéncia de formagéo exponencial com o aumento do F, até atingir um patamar
estacionario. A avaliagdo do HMF desenvolvido revelou que ainda ha potencial
expressivo de formacdo adicional do composto, mesmo apds o processamento
térmico, justificando o uso do termo “desenvolvido” em substituicdo ao tradicional
“total”. Paralelamente, os dados fisico-quimicos revelaram que o tratamento térmico
influenciou diretamente a queda do pH, o aumento da acidez titulavel e a liberagao de
calcio ibnico para a fase soluvel, demonstrando desestruturacdo das micelas de
caseina sob condicdes mais intensas de aquecimento. Os parametros de cor,
avaliados por colorimetria CIE-Lab e espectrofotometria UV-Vis, mostraram
escurecimento progressivo relacionado a formacdo de melanoidinas, sendo esse
efeito mais pronunciado durante o processamento do que ao longo do shelf life. Por
fim, as analises reoldgicas ajustadas ao modelo de Herschel-Bulkley confirmaram o
comportamento pseudoplastico dos doces, sendo que os produtos mais aquecidos
apresentaram maior tensdo de escoamento, maior consisténcia e menor indice de
fluxo, com variagbes na viscosidade aparente indicativas de mudancas estruturais
relevantes. Os resultados obtidos oferecem uma contribuicdo relevante para a
compreensao dos efeitos térmicos sobre a qualidade do doce de leite, propondo uma
nova abordagem conceitual para avaliagdo do HMF em alimentos processados

termicamente.

Palavras-chave: Doce de leite; HMF; Tratamento térmico; Reacao de Maillard;

Propriedades fisico-quimicas.



ABSTRACT

This study aimed to investigate the effects of thermal treatment and pH on the
production of dulce de leche, with a focus on the formation of compounds derived from
the Maillard Reaction and on the physicochemical and rheological properties of the
final product. Formulations were prepared and subjected to different heating times (0
to 55 minutes at 121.1 °C), with Fo values calculated for each treatment. HMF (5-
hydroxymethylfurfural), the main marker of the Maillard Reaction, was evaluated in two
forms: free HMF, directly quantified by HPLC in freshly produced samples, and
developed HMF, obtained by reheating the samples at 90 °C for up to 3 hours. The
analyses showed that free HMF follows an exponential formation trend with increasing
Fo, reaching a stationary phase. The evaluation of developed HMF revealed that there
is still significant potential for further formation of this compound even after thermal
processing, which supports the use of the term “developed” instead of the traditional
“total.” Additionally, physicochemical data indicated that thermal treatment directly
influenced the reduction in pH, the increase in titratable acidity, and the release of ionic
calcium into the soluble phase, demonstrating the disintegration of casein micelles
under more intense heating conditions. Color parameters, evaluated by CIE-Lab
colorimetry and UV-Vis spectrophotometry, showed progressive darkening related to
the formation of melanoidins, with this effect being more pronounced during processing
than throughout shelf life. Finally, rheological analyses fitted to the Herschel-Bulkley
model confirmed the pseudoplastic behavior of the samples, with the most intensely
heated products exhibiting higher yield stress, greater consistency, and lower flow
behavior index, with variations in apparent viscosity suggesting relevant structural
changes. The results provide valuable insight into the thermal effects on dulce de leche
quality and propose a new conceptual approach for evaluating HMF in thermally

processed foods.

Keywords: Dulce de leche; HMF; thermal treatment; Maillard Reaction;

physicochemical properties.
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1 INTRODUGAO

O doce de leite (DL) € um produto tradicionalmente consumido em diversos
paises da América Latina, com destaque para o Brasil, Argentina e Uruguai, que
desempenha um papel significativo tanto na cultura alimentar quanto na industria de
laticinios (Francisquini et. al., 2019). No contexto brasileiro, a producéo desse alimento
€, em sua maioria, realizada em pequena escala industrial ou de forma artesanal,
refletindo a diversidade regional do pais. Em razao da vasta extensao territorial e da
riqueza cultural do Brasil, o DL ndo apresenta uma identidade padronizada em ambito
nacional. As preferéncias variam amplamente, quanto ao sabor, cor e textura,
evidenciando a influéncia de fatores locais no modo de produgéo e consumo (Gomes
et. al., 2020).

Segundo dados do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), divulgados no relatério Brasil Dairy Trends 2020, a produgdo de DL
inspecionada pelo Sistema de Inspegdo Federal (SIF) concentra-se
predominantemente nas regides Sudeste (62,1%) e Sul (33,3%) do pais, sendo o
estado de Minas Gerais responsavel por aproximadamente 58,1% da producéao
nacional (Gomes et. al., 2020). Tais dados reforcam a relevancia econémica e cultural
do produto nessas regioes.

De acordo com o Regulamento Técnico para Fixacdo de ldentidade e
Qualidade de Doce de Leite aprovado pela Portaria n° 354, de 4 de setembro de 1997,
do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), “entende-se por doce
de leite o produto, com ou sem adicao de outras substancias alimenticias, obtido por
concentracdo e acao do calor a pressdao normal ou reduzida do leite ou leite
reconstituido, com ou sem adi¢ao de sélidos de origem lactea e/ou creme e adicionado
de sacarose (parcialmente substituida ou ndo por monossacarideos e/ou outros
dissacarideos)” (Brasil, 1997).

Quimicamente, o DL é definido como uma mistura de leite, sacarose e
bicarbonato de sddio que atua como redutor de acidez, evitando a precipitacdo de
proteinas e favorecendo a ocorréncia da Reagao de Maillard (RM). Assim como o leite
condensado, leite evaporado, leite em po6 e soro de leite em pod, o DL passa por um
processo de evaporagao. Esse processo consiste na remogao da agua do leite sob
pressao atmosférica ou reduzida, com transferéncia de energia na forma de calor

(Stephani et al., 2019). Portanto, ha formas diferente para produzir o DL, fazendo com
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que o tratamento térmico e a escolha do método de produgéo, sejam responsaveis

pelas caracteristicas finais do produto desejado (Pinto et al., 2025).

1.1 MODO DE PRODUCAO E TRATAMENTO TERMICO

O processo de fabricacdo do DL tem inicio com a mistura de leite, sacarose e
bicarbonato de sédio. Em seguida, essa mistura € submetida a etapa de evaporagao,
na qual ocorre a remogao da agua por meio do fornecimento de energia térmica, sob
pressao atmosférica ou reduzida, até que se atinja um teor de sdlidos soluveis entre
68 e 70 °Brix (Carneiro et. al., 2021). Embora a formulagéo do produto envolva poucos
ingredientes e aditivos, as caracteristicas finais do DL podem variar significativamente
em fungao da tecnologia empregada. Dessa forma, o controle rigoroso de parametros
como tempo, intensidade do aquecimento e pressao é fundamental para assegurar a
padronizagao e a qualidade do produto (Gaze et al., 2015; Ranalli, Andrés & Califano,
2011).

O DL pode ser produzido com tempos de concentragcdo variando entre 30
minutos e 6 horas utilizando o mesmo volume de leite, o que diferencia é o tipo de
equipamento utilizado por cada empresa. A maioria dos fabricantes utiliza dois tipos
de evaporadores na sua cadeia de producgao, o evaporador de pressao atmosférica,
também conhecido como tacho, e o evaporador de pressao reduzida, conhecido na
industria como evaporador a vacuo e posteriormente um sistema de aquecimento
(Pinto et. al., 2025).

Com os diferentes métodos de produgao, ndao ha um processo padronizado
para a fabricagdo de DL, e essa variabilidade €, sem duvida, uma das principais razées
para a ampla diversidade de produtos disponiveis, mesmo com ingredientes
obrigatérios bem definidos (Perrone et. al., 2019).

Um dos métodos empregados na produgdo de DL é a fabricagdo com
concentragdo em evaporador e finalizagao por calor indireto em ambiente fechado.
Esta etapa inicial de evaporacdo é a mesma utilizada para a fabricagdo do leite
condensado (Stephani, 2023). Sendo assim, esse processo pode ser adotado tanto
em contextos industriais quanto em preparacgdes artesanais. Neste ultimo caso, é
frequente o uso de panela de presséao para o cozimento do leite condensado, uma vez

que este ja apresenta os ingredientes na sua forma concentrada, promovendo sua
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caramelizagéo e resultando em um DL com caracteristicas que variam dependendo
do tempo de cozimento.

Com este método de producgao, por se tratar de um ambiente fechado e néo
acontecer a perda de agua, € possivel usar a representagédo de Fo para se definir o
tratamento térmico utilizado sobre o produto.

O conceito de Fo é utilizado como uma forma padronizada de quantificar a
intensidade de um tratamento térmico (Bylund, 2015). Ele expressa o tempo, em
minutos, necessario para atingir um determinado efeito de letalidade microbiana,
quando o produto é exposto a uma temperatura de referéncia de 121,1 °C (Pistolesi,
Mascherpa, 2015). Apesar de ser uma medida para a contagem de letalidade de
microrganismos, € também reportado na literatura a sua utilizagéo para a intensidade
do tratamento térmico em produtos lacteos, mas nao ha indicios na literatura de sua
utilizacao para a produgao do DL (Bylund, 2015).

O Focombina o tempo em minutos e a temperatura de exposigéo, para garantir
a esterilizagdo sem comprometer as propriedades organolépticas do alimento
(Pistolesi, Mascherpa, 2015). Por exemplo, um Fo de 1 minuto significa manter o
produto a 121,1 °C, o que resulta em uma redugao de 4 log da quantidade de esporos
de Clostridium botulinum. Assim, pode-se utilizar o conceito do Fo para realizar o
monitoramento do tratamento térmico indiretamente no produto. A aplicagcdo de
temperaturas elevadas por um tempo controlado, permite alcancar o Fo adequado,
destruindo os microrganismos além de nao favorecer um escurecimento excessivo
devido a RM.

1.2 REACAO DE MAILLARD

A Reacgao de Maillard foi descrita pela primeira vez em 1912 como um processo
quimico complexo que envolve a interagao entre agucares redutores e grupamentos
amina presentes em aminoacidos, peptideos e proteinas, sob condigdes especificas
de pH, temperatura e atividade de agua (Starowicz & Zielinski, 2019). Essa reacao
desempenha um papel crucial na formacdo de caracteristicas sensoriais dos
alimentos, como cor, sabor, aroma e textura (Carneiro et. at., 2021). Entretanto, seus
produtos também podem impactar negativamente no valor nutricional, uma vez que

reduzem a digestibilidade de proteinas, promovem a degradacdo de aminoacidos
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essenciais e originam compostos potencialmente téxicos e inibidores (Damodaran;
Parkin & Fennema, 2008; Nooshkam, Varidi & Bashash, 2019).

De acordo com Francisquini et al. (2017), a RM ocorre em trés estagios
distintos: inicial, intermediario e final. Na etapa inicial, ocorre o ataque nucleofilico do
par de elétrons do nitrogénio da amina dos aminoacidos, peptideos ou proteinas ao
grupo carbonila do agucar redutor, resultando na formacédo de uma base de Schiff.
Essa base, ao perder uma molécula de &agua, origina a N-glicosilamina, que
posteriormente se rearranja de acordo com a estrutura do agucar redutor. Quando se
trata de um agucar com grupo aldose, forma-se o produto de Amadori; ja no caso de
uma cetose, obtém-se o produto de Heyns. Esses compostos iniciais sdo estaveis e
nao promovem alteracdes perceptiveis de cor, sabor, fluorescéncia ou toxicidade
(Bertrand et. al., 2018; Francisquini et. al., 2017).

Na fase intermediaria, os produtos de Amadori ou Heyns sofrem degradacgdes
distintas conforme o pH do meio. Em ambiente basico (pH > 7,0), a degradagéao se da
predominantemente pela via de 2,3-enolizacdo, com perda de duas moléculas de
agua e formagao de compostos dicarbonilicos e produtos da degradagao de Strecker.
Ja em condigbes neutras ou acidas (pH < 7,0), ocorre a 1,2-enolizagdo, com
eliminacao de trés moléculas de agua e formagéao de compostos furfurais como 5-
hidroximetilfurfural (HMF) (Bertrand et. al., 2018; Nooshkam et. al., 2019).

Por fim, na etapa final da RM, os intermediarios formados anteriormente sofrem
reacoes de polimerizacao, resultando na geragdo de melanoidinas — pigmentos
poliméricos de alta massa molecular, que conferem coloracédo escura aos alimentos
aquecidos, sendo amplamente associados ao escurecimento ndo enzimatico dos
produtos (Pinto & Wolfschon-Pombo, 1984; Bertrand et. al., 2018).

Ha varios fatores que podem influenciar a velocidade da RM, incluindo a
temperatura, o pH, a atividade de agua (aw), a reatividade dos agucares e aminoacidos
envolvidos e presenga de inibidores (Damodaran et al. 2008). A cinética da RM é
influenciada pela temperatura, em temperatura mais baixas a reagao ocorre, mas com
velocidade significativamente reduzida. Em contrapartida, em temperaturas mais altas
a cada incremento de 10 °C na faixa entre 40 °C e 70 °C a velocidade da reacédo é
duplicada (Damodaran et al. 2008). Isso explica o fato de a reagado acontecer durante
0 aquecimento e armazenamento do produto. Além disso, a temperatura interfere na
composicao fisico-quimica e na intensidade da coloragcao formada (Damodaran et al.,
2008; Francisquini et al., 2017).
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Outro paréametro que exerce influéncia significativa sobre a cinética da RM é o
potencial hidrogeniénico (pH), uma vez que altera a reatividade dos grupamentos
amina. Na etapa inicial da reacdo, é necessario que o par de elétrons livres do
nitrogénio do grupo amina esteja disponivel para reagir com a carbonila do agucar
redutor (Carneiro et. at., 2021). Em condi¢cdes de pH acido, a presenga elevada de
ions hidrogénio (H*) leva a protonagdo do grupo amina, inibindo sua capacidade
nucleofilica e dificultando o inicio da reacéo. Por outro lado, a RM é favorecida em
meio alcalino, apresentando sua maior taxa de reacao na faixa de pH entre 9 e 10
(Bertrand et. al., 2018; Damodaran et. al., 2008). A extensdo da RM pode ser
monitorada com base nos niveis dos intermediarios formados ao longo da reag¢édo. Os
intermediarios mais utilizados para o monitoramento do tratamento térmico e o

andamento da RM s&o os furfurais, principalmente o HMF (Francisquini et al., 2019).

Figura 1 - Representacédo esquematica adaptada da proposta de Hodge (1953)
sobre os mecanismos envolvidos na Reacao de Maillard.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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1.35-HIDROXIMETILFURFURAL LIVRE E DESENVOLVIDO

O 5-hidroximetilfurfural (HMF) em sua forma pura, apresenta-se como um
sélido cristalino branco, com baixo ponto de fusdo (31,5 °C), sendo soluvel em agua e
em diversos solventes organicos. A molécula € composta por um anel furano contendo
grupos funcionais aldeido e alcool (NCBI, 2005). Além disso, o HMF possui odor
caracteristico semelhante ao de flores de camomila e pode apresentar textura
associada a manteiga, caramelo ou mesmo mofo. Sua densidade é de 1,2062 g.mL""
a 25 °C, e a pressao de vapor, também a 25 °C, é de 5,28 x 10> mmHg, o que indica
volatilidade relativamente baixa sob condi¢des ambientais (NCBI, 2005). Essas
propriedades fisico-quimicas sao relevantes para a compreensado do comportamento
do HMF em matrizes alimentares, especialmente no que diz respeito a sua formacéo,

estabilidade e possivel impacto sensorial e toxicologico.

Figura 2 - Estrutura quimica do 5-hidroximetilfurfural (HMF).

HO\/@\JO
O

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Na literatura é reportado que o HMF pode interferir em fungdes bioldgicas,
impactando o crescimento celular, digestao e absor¢ao de proteinas, além de causar
hipertrofia de 6rgaos e diminuir a atividade enzimatica intestinal (Francisquini et. al.,
2019). Adicionalmente, a reacao entre aminoacidos essenciais e agucares redutores
presentes nos alimentos pode acarretar perdas nutricionais significativas (Shibao &
Bastos, 2011).

Estudos indicam que o HMF esta correlacionado com atividades carcinogénicas
e mutagénicas, tanto in vitro quanto em ensaios com animais (Monaro, 2012; Kavousi,
et. al., 2015). Além disso, esse composto apresenta propriedades citotoxicas e é
irritante para os olhos, trato respiratorio, pele e mucosas (Barrera, et. al., 2021).
Embora os estudos toxicolégicos ainda ndo sejam definitivos, os possiveis riscos da
ingestdo de HMF na dieta destacam a importancia de investigar sua presenga nos
alimentos (De Andrade, et. al., 2016).
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O HMF é praticamente inexistente em alimentos frescos, mas seu nivel
aumenta durante o armazenamento ou apos tratamentos térmicos intensos (Barrera,
et. al,, 2021). E possivel a determinagdo de HMF livre e a de HMF desenvolvido em
alimentos (Francisquini et. al., 2017). De acordo com Pinto & Wolfschoon-Pombo
(1984), considera-se HMF livre aquele determinado sem a presenga de aquecimento,
ou original do processamento, e o0 HMF desenvolvido corresponde aquela substancia
formada por resultado de aquecimento intenso. Os valores de HMF desenvolvido
permitem estimar o quanto a reagédo de formagao desse composto pode prosseguir
(Pinto & Wolfschoon-Pombo, 1984).

Os fatores que influenciam a formac¢ao de HMF sdo os mesmos que influenciam
a RM, incluem temperatura, pH, atividade de agua, presencga de cations e o tipo de
sacarideo. A atividade de agua (aw) diz respeito a fragcdo de agua livre disponivel para
participar de reagdes quimicas, como a RM, sendo distinta do teor de umidade total
do alimento (Madhumathy, S. 2021). O HMF pode ser facilmente detectado por
espectrofotometria, sendo amplamente utilizado como indicador de exposicéo térmica

intensa em alimentos (Carneiro et. al., 2021).

1.4TECNICAS ANALITICAS APLICADAS A DETECCAO DE INTERMEDIARIOS DA
REACAO DE MAILLARD

Uma metodologia classica amplamente utilizada para a determinagdo e
quantificacdo de HMF em produtos lacteos é a técnica espectrofotométrica descrita
por Kenney e Bassette (1958). O método baseia-se na extragdo do HMF em meio
acidificado, apés a desproteinizagao da amostra com acido tricloroacético, seguida de
filtracdo e reagdo com acido tiobarbiturico, que atua como reagente cromoforo. A
quantificagcao é realizada por espectrofotometria no comprimento de onda de 443 nm.
A concentracdo de HMF, expressa em pmol-L™, é obtida a partir da construgcéo de
uma curva analitica gerada pela correlagao entre os diferentes niveis do padrao de
HMF e os valores de absorbéancia correspondentes.

Apesar de ser um método bem definido, a técnica espectrofotométrica
apresenta limitagcbes em termos de seletividade e especificidade, especialmente em
matrizes complexas como o DL. Por essa razdo, métodos cromatograficos vém sendo
adotados em pesquisas mais recentes para a analise de compostos intermediarios da

RM. Um exemplo é o estudo desenvolvido por Pinto e colaboradores (2024), no qual
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foi proposto e validado um método de extragcao e quantificacdo simultanea de 5-
hidroximetilfurfural (HMF), 5-metil-2-furaldeido (MF), 2-furaldeido (F) e 2-
furilmetilcetona (FMC) em amostras de DL, utilizando cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a detector de arranjo de fotodiodos (HPLC-PDA). O método
demonstrou alta sensibilidade, com limites de deteccdo e quantificacdo de 0,33
gmol-L™ e 0,99 umol-L™", respectivamente, possibilitando a identificacdo e
monitoramento preciso de diferentes marcadores da RM em produtos lacteos.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés High-Performance
Liquid Chromatography) € uma técnica analitica consagrada por sua elevada preciséo,
sensibilidade e confiabilidade na separacdo, identificagdo e quantificacdo de
compostos presentes em matrizes complexas, como os alimentos. A técnica baseia-
se na interacéo entre duas fases: a fase estacionaria, normalmente um material como
silica ou polimeros, e a fase movel, que consiste em um solvente ou mistura de
solventes bombeados sob alta pressao (Chavez-Servin et. al., 2005).

O cromatografo € composto por um sistema de reservatorios da fase movel,
bombas de alta pressdo, modulo de inje¢do da amostra, compartimento da coluna
cromatografica e um sistema de deteccéo, que pode empregar diferentes métodos,
como deteccdo por UV-Vis, fluorescéncia ou espectrometria de massas, além de um
sistema de aquisicdo e analise de dados por software especializado (Harris, 2008). A
medida que a fase mével percorre a coluna cromatografica, os analitos presentes na
amostra interagem de maneira seletiva com a fase estacionaria. Substancias mais
polares tendem a interagir menos com colunas apolares, como as do tipo C18, sendo
eluidas mais rapidamente; enquanto compostos apolares interagem mais fortemente,
retardando seu tempo de retencao (Collins, 2009; Borges et. al., 2010).

No contexto da ciéncia de alimentos, a aplicagdo da HPLC para a deteccao de
compostos furanicos, como o HMF, tem se mostrado fundamental no controle de
qualidade. A capacidade da técnica em oferecer resultados com alta resolugao e em
curto intervalo de tempo a torna ideal para avaliar o impacto de tratamentos térmicos
e o progresso da RM em alimentos, garantindo maior seguranca e qualidade aos

consumidores (Chavez-Servin et. al., 2005).
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2 OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo avaliar a influéncia do tratamento térmico e do
pH sobre a producdo do doce de leite, com foco na formagao de compostos derivados

da Reacao de Maillard e nas caracteristicas fisico-quimicas do produto final.

2.1OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Estudar a influéncia de diferentes tratamentos térmicos aplicados ao
doce de leite produzido e calcular o Fo para cada tratamento realizado;

b) Avaliar a presenca de HMF livre e HMF desenvolvido no doce de leite
por HPLC;

c) Estudar a influéncia do pH nos doces produzidos;

d) Determinar a acidez total desenvolvida;

e) Estudar a relagédo do calcio com o tratamento térmico aplicado no doce
de leite através das analises dos teores calcio idnico;

f) Analisar a variagdo da coloragdo dos doces de leite produzidos por

colorimetria e espectrofotometria UV-Vis.



3 METODOLOGIA

Apresenta-se, a seguir, a metodologia adotada para a condugao deste estudo,
na qual abrange as seguintes etapas: preparo dos doces de leite a partir de leite
condensado integral; caracterizagdo da matéria-prima; determinag¢ao do valor de Fo;

analises fisico-quimicas; analises cromatograficas; avaliagdo dos parametros de cor;

comportamento reoldgico e aplicagdo de tratamento estatistico aos dados obtidos.

O desenho experimental do projeto pode ser visto através da Figura 3, em que

€ possivel observar todas as etapas do projeto.

Figura 3 - Desenho experimental do projeto.
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3.1PREPARO DOS DOCES DE LEITE

Para a produgcao dos doces de leite, foi adotada uma matriz unica, o leite
condensado integral obtido no comércio de Juiz de Fora — Minas Gerais, na qual o
unico fator variavel foi o tratamento térmico. A partir dessa matriz, foram aplicados 8
tratamentos térmicos distintos, com cada porcao de leite condensado sendo aquecida
separadamente em autoclave a 121,1°C. A nomenclatura utilizada para cada amostra
seguia o tempo referente ao tratamento térmico na qual era exposta, sendo estes 0
(controle), 15, 20, 25, 30, 35, 40 e 55 minutos.

Durante todo o processo, a temperatura foi monitorada com sensores
apropriados para posteriormente utiliza-los para o calculo de Fo. Cinco lotes (n = 5)
distintos de doces foram produzidos para que os mesmos testes fossem realizados
em diferentes periodos de shelf life. Todas as amostras foram analisadas nos dias de
shelf life: 0, 15 e 30, 60 e 107 apds a producéo do DL.

3.2CARACTERIZACAO DO LEITE CONDENSADO INTEGRAL

Apresenta-se, a seguir, as metodologias utilizadas para a caracterizagdo da
matéria prima (leite condensado integral) para a produgado dos doces de leite. Deste
estudo, a qual abrange as seguintes metodologias: Umidade, indice de sodlidos

soluveis, gordura, proteina e residuo mineral fixo.

3.2.1 Umidade

A umidade do leite condensado integral foi determinada por meio de uma
balanga termogravimétrica com aquecimento por infravermelho, modelo MA 150
(Sartorius). O equipamento monitora a variagdo de massa em fungao da temperatura
previamente programada. Para a analise, foi utilizada a temperatura de 145 °C, e o
valor de umidade foi registrado quando a primeira variagcdo de 0,05 g ou menor na
perda de agua fosse observada. A analise foi realizada em ftriplicata e seguindo a

metodologia descrita por Silva; Sa; Perrone (2011).
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3.2.2 indice de sélidos soluveis

O indice de sdlidos soluveis (°Brix) foi determinado por refratometria, utilizando-
se um refratdbmetro digital HI96801 (Hanna). As amostras foram aplicadas diretamente
no leitor do equipamento, e as medi¢des foram realizadas de forma direta. As leituras

foram obtidas a uma temperatura de (22 + 1 °C). A analise foi realizada em triplicata.

3.2.3 Gordura

O teor de gordura dos produtos foi determinado pela metodologia de Gerber.
Inicialmente, preparou-se uma solugdo a 20% m.m™" de leite condensado diluido em
agua deionizada. No butirbmetro, foram adicionados 10 mL de acido sulfurico
concentrado, seguidos por 11 mL da solugéo leite condensado e 1 mL de alcool
isoamilico. O butirbmetro foi entdo selado, e a mistura foi homogeneizada
manualmente. Apds essa etapa, o conjunto foi centrifugado por 4 minutos a 1200
RPM. Em seguida, a leitura foi realizada de forma direta e em seguida, multiplicou-se
o fator de 5 para que fosse obtido a quantidade de gordura no DL de origem (Horwitz,

2016). A analise foi realizada em triplicata.

3.2.4 Proteina

A metodologia utilizada para a determinagdo do teor de proteinas no leite
condensado foi baseada no método semi micro Kjeldahl, adaptado de Wolfschoon-
Pombo (1980), que quantifica o nitrogénio total presente na amostra, sendo este um
indicador indireto da concentragao de proteinas. Inicialmente, aproximadamente 1 mL
de uma solugdo 10% m.m-! de leite condensado foi submetida a digestao com acido
sulfarico (H2S04) concentrado, na presenga de catalisadores, como sulfato de cobre
(CuSO0s4) e sulfato de potassio (K2SOs4), para promover a decomposigao das moléculas
organicas e conversao do nitrogénio em ion aménio (NH4*). A digestdo em meio acido
€ realizada em bloco digestor por aproximadamente 3:30 horas, numa rampa de
temperatura gradual de 25 °C a 400 °C.

Ap0s a digestéao, a solugao foi neutralizada com hidréxido de sédio (NaOH) 50%
m.v-!, liberando o aménio na forma de gas aménia (NH3;), que foi destilado e capturado

em uma solugéo de acido bérico (H3BO3) na presenga de indicador misto, composto
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de azul de metileno e vermelho de metila. A quantificacdo do nitrogénio foi realizada
por meio de titulagdo com solucéo de acido cloridrico 0,1 M previamente padronizada,
permitindo o calculo do teor de nitrogénio na amostra. Por fim, o conteudo proteico foi
determinado multiplicando o teor de nitrogénio por um fator de converséo (6,38 para

lacteos), de acordo com Wolfschoon-Pombo (1980).

3.2.5 Residuo mineral fixo (RMF)

O teor de RMF, também conhecido como cinzas, do leite condensado integral,
foi determinado em forno mufla modelo Q318M21 (Quimis). Antes da analise, os
cadinhos foram aquecidos a 550 °C por 30 minutos, resfriados em dessecador e
posteriormente pesados. Para a analise, colocou-se os cadinhos contendo
aproximadamente 3 g de leite condensado dentro da mufla, primeiramente aquecidos
a 105 °C por 2 horas, seguidos de 550 °C por mais 6 horas, até completa incineragao.
O tempo total de incineracio foi até a obtencao de cinzas completamente brancas.
Apos esse processo, o cadinho com as cinzas foi retirado da mufla e colocado em
dessecador até resfriar, sendo novamente pesado. A porcentagem de cinzas foi entéo
determinada pela diferenga entre as massas. A analise foi realizada em triplicata,

conforme a metodologia descrita em Brasil, 2014.

3.3 CALCULO DO Fo

O valor de Fo representa uma medida da intensidade de um processo térmico,
indicando o tempo equivalente, em minutos, necessario para alcangar uma redugao
microbiana especifica sob uma temperatura de referéncia de 121,1 °C (Bylund, 2015).
Dessa forma, o Fo permite comparar diferentes processos térmicos, mesmo que
realizados sob temperaturas e tempos variados, traduzindo todos eles em um unico
valor equivalente de impacto térmico (Pistolesi, Mascherpa, 2015).

Para a obtenc&o dos dados de temperatura ao longo dos tratamentos térmicos,
foram utilizados sensores digitais da marca LASCAR Electronics (faixa operacional de
-40 °C a 125 °C), programados por meio do software EasyLog USB, fornecido pelo
mesmo fabricante. A coleta de dados foi realizada em intervalos regulares de 5
segundos durante todo o processo de aquecimento em autoclave. Os sensores foram

posicionados ao lado de cada lata de leite condensado dentro da autoclave para o



28

registro dos dados. As medi¢des foram realizadas apds cada ciclo, totalizando sete
diferentes tempos de exposi¢ao térmica (15, 20, 25, 30, 35, 40 e 55 minutos). A
amostra controle, que n&o foi submetida a autoclave a 121,1 °C, foi atribuida como Fo
igual a zero.

Com os dados obtidos, foi utilizada uma planilha eletrénica desenvolvida por
Mullan (2018), intitulada Macro-based Thermal Process Calculator, para a estimativa
dos valores de Fo. Essa ferramenta aplica as regras de integracdo de Simpson e do
Trapézio para calcular a area sob a curva de temperatura, considerando as etapas de
aquecimento, tempo de manutengao a temperatura-alvo e resfriamento. O resultado

representa a letalidade térmica acumulada ao longo do processo e o valor do Fo.

3.4 ANALISES FiSICO-QUIMICAS

A seguir, sdo apresentadas as metodologias empregadas nas analises fisico-
quimicas realizadas nas amostras de DL. As determinagdes contemplaram os
seguintes parametros: potencial hidrogenidnico (pH), acidez titulavel e concentragao

de calcio ibnico livre (Ca?").

3.4.1 Potencial hidrogeniénico

O potencial hidrogenidnico (pH) das amostras foi medido a temperatura 22 + 2
°C usando o medidor de pH PG1400 (Gehaka). O equipamento foi calibrado com
solucdes padrédo de pH 4,0 e 7,0. Além do pH lido pelo equipamento, os resultados
também foram apresentados como ApH que corresponde a diferenca entre o pH da

amostra controle (tempo 0) e o pH de cada doce produzido.

3.4.2 Acidez titulavel

A metodologia para determinagdo de acidez titulavel foi conforme a ISO/TS
11869:2012 que descreve o uso da titulagao potenciométrica para calcular a acidez
em produtos lacteos fermentados. O procedimento foi adaptado para o uso em DL. O
método se baseia na titulagdo de uma solucdo de 20% m.m'de DL com uma solugéo

padrao de hidroxido de sédio (NaOH) 0,1 mol. L, até que o pH da solugéo atinja 8,30
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1 0,01. A acidez titulavel é calculada com base no volume de NaOH gasto e € expressa

em gramas de acido latico por 100 g de produto.

3.4.3 Calcio ionico livre

Os teores de calcio i6nico livre (Ca?*) foram realizados utilizando o eletrodo ion
seletivo portatil para calcio LAQUAtwin (Horiba Instruments) conforme descrito por
Singh et al. (2019). O eletrodo foi calibrado usando solugdes padréo de calcio de 0,374
mM (15 ppm) e 3,74 mM (150 ppm) antes de cada experimento. A solugdes padrao
de 150 ppm foi adquirida pelo fornecedor do equipamento. A solucdo de 15 ppm foi
produzida a partir da diluicado da solucéo de 150 ppm em uma solucédo de KCI 0,1 M,
para fim de ajuste de forga i6nica. Para a determinagéo do Ca?* livre, foi preparada
uma solucdo de 20% m.m"' de DL e uma pequena aliquota da amostra foi adicionada

diretamente no sensor do equipamento para leitura.

3.5ANALISE CROMATOGRAFICA

A partir dos DL produzidos, foram analisados quatro intermediarios da RM,
comumente utilizados como indicadores da intensidade dos tratamentos térmicos
aplicados (Carneiro et. al., 2021). Os compostos avaliados foram: 5-hidroximetilfurfural
(HMF), 2-furaldeido (F), 2-furil-metilcetona (FMC) e 5-metil-2-furaldeido (MF). A
quantificagdo desses analitos foi realizada com base na metodologia descrita por Pinto
(2024). Para cada composto, foram preparadas curvas analiticas especificas,
aplicadas nos diferentes tempos de analise. A aquisicao dos dados cromatograficos
foi realizada por meio do software Empower™, e o tratamento posterior dos dados foi

conduzido utilizando o Microsoft Excel.

3.5.1 Parametros cromatograficos

A quantificacdo dos analitos foi realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) em modo de fase reversa, utilizando um sistema cromatografico
modelo 1525 (Waters), equipado com detector de arranjo de diodos (PDA —
Photodiode Array Detector). A separagao foi conduzida em regime de eluicdo em

gradiente, conforme especificado na Tabela 1, com vaz&o de 1 mL.min"". Utilizou-se
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uma coluna Waters Spherisorb (150 mm x 4,6 mm; 3 ym), mantida a 30 °C, com
volume de injecao de 20 uL. A detecgao dos compostos foi realizada no comprimento
de onda de 284 nm (Pinto, 2024).

Tabela 1 - Modo de eluigédo gradiente para a determinac¢ao dos indicadores da

Reacao de Maillard.

Tempo (min) Fluxo (mL.min™") Agua (%) Acetonitrila (%)
0 1,0 95,5 4,5
5 1,0 80,0 20,0
9 1,0 95,5 4,5
10 1,0 95,5 4,5

Fonte: (PINTO, 2024)

3.5.2 Reagentes

Os padroes analiticos de 5-hidroximetilfurfural, 2-furaldeido, 5-metil-2-furfural e
2-furilmetilcetona, bem como o solvente acetonitrila, foram adquiridos da Sigma-

Aldrich, todos com grau de pureza analitico (> 99%).

3.5.3 Preparo de amostra: 5-hidroximetilfurfural livre e desenvolvido

Para a determinacdo do HMF livre, uma aliquota de 1 g de DL foi transferida
para baldo volumétrico de 10 mL, completando-se o volume com agua ultrapura.
Dessa solugao, retirou-se 1 mL, o qual foi diluido com 200 puL de agua ultrapura em
tubo tipo Eppendorf e homogeneizado em vortex por 20 segundos. Adicionaram-se
300 uL de acido tricloroacético (TCA) a 55% m.v', com nova homogeneizagao por 20
segundos. A mistura foi centrifugada a 2680 g por 10 minutos, e 500 uL do
sobrenadante foram transferidos para novo tubo contendo 100 pL de agua ultrapura
e 300 pL de TCA 55% m.v'. A mistura foi centrifugada novamente a 2680 g por 20
minutos e o sobrenadante foi filtrado (0,45 ym) para que em seguida, injetado no
sistema HPLC-PDA (Pinto et. al., 2024).

Para a quantificagdo do HMF desenvolvido, preparou-se uma solugéo a 10%
m.m~" de DL com ajuste do pH para 7,0. Essa solugao foi submetida a novo tratamento
térmico a 90 °C em banho maria, com tempos de exposi¢ao de 60, 120 e 180 minutos

em tubos fechados para evitar a perda de agua. Apds o aquecimento, as amostras
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foram submetidas ao mesmo procedimento de preparo descrito anteriormente. Todas

as analises foram realizadas em duplicata.

3.6PARAMETROS DE COR

A seguir, sdo apresentadas as metodologias nas analises de coloragao
realizadas nas amostras de DL. As analises se dao pelos métodos: medidor

colorimétrico portatil CIE-LAB e espectrofotdmetro UV-Vis.

3.6.1 Determinacgao da cor

A avaliagao da cor dos DL produzidos e do controle foi realizada por colorimetria
utilizando o medidor colorimétrico modelo CR-400 (Konica Minolta), conforme a escala
CIE Lab (CIE, 1974). O modelo do dispositivo de separagéo espectral foi de grade de
difracdo planar, empregando o SCI (specular componente incluted), a faixa de
medicao de refletdncia e de comprimento de onda foi de 360 até 740 nm com intervalo
de comprimento de onda de 10 nm.

Esse sistema de cores utiliza trés parametros: O parametro L refere-se a
luminosidade do produto, variando de O (preto) a 100 (branco). O parametro a* vai de
valores negativos (verde) a positivos (vermelho), enquanto o parametro b* varia de
valores negativos (azul) a positivos (amarelo) (De Oliveira et al., 2020; Gadonski et
al., 2018).

3.6.2 Espectrofotometro UV-vis

A analise da cor por absorbancia foi realizada utilizando um espectrofotdmetro
UV-Vis a 420 nm, conforme a metodologia adaptada por Morales & Van Boekel, 1998
e Pinto, et. al., 2024. Retirou-se 5 mL de uma solugdo de DL 10% m.m™", e em seguida
foi submetido a uma diluigdo com 1 mL de agua ultrapura em tubo tipo Falcom e
homogeneizado em vortex por 20 segundos. Adicionaram-se 1,5 mL de acido
tricloroacético (TCA) a 55% m.v'!, com nova homogeneizagdo por 20 segundos. A
mistura foi centrifugada a 2680 g por 10 minutos, e 5,0 mL do sobrenadante foram
transferidos para novo tubo contendo 1,0 mL de agua ultrapura e 1,5 mL de TCA 55%

m.v-!. A mistura foi centrifugada novamente a 2680 g por 20 minutos e o sobrenadante
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foi filtrado (0,45 ym) para que em seguida, fosse feito a leitura no espectrofotémetro
UV-Vis a 420 nm.

O valor do branco, foi obtido a partir de uma amostra com 1,5 mL de TCA 55%
m.v' e 1,0 mL de agua ultrapura. O resultado foi definido como a diferenga entre a

absorbancia medida entre 420 nm e grama de proteina.

3.7COMPORTAMENTO REOLOGICO

O comportamento reoldgico descreve a forma como um material responde
mecanicamente quando submetido a esfor¢cos de deformagao ou escoamento, sendo
uma propriedade fundamental para caracterizar alimentos com textura complexa,
como o DL (Carneiro et. al., 2021). Neste estudo, amostras dos doces produzidos nos
tempos de 0 (controle), 20, 35 e 55 minutos de tratamento térmico foram analisadas
utilizando um reébmetro modelo HAAKE da ThermoFisher Scientific, sob temperatura
controlada de 25°C. As andlises foram realizadas em ftriplicata para garantir a
reprodutibilidade dos dados.

O ensaio reoldgico foi conduzido em quatro etapas sequenciais, visando avaliar
o comportamento do produto em diferentes regimes de escoamento. A primeira etapa
consistiu na aplicacdo de uma taxa de cisalhamento constante de 0,1 s por 10
segundos, com o objetivo de minimizar a tixotropia, que é a propriedade de certos
materiais de apresentarem reducao da viscosidade com o tempo sob cisalhamento
constante e posterior recuperacao da estrutura ao cessar a deformacao.

A segunda etapa envolveu a varredura ascendente da taxa de cisalhamento —
parametro que representa a velocidade com que camadas adjacentes do fluido se
movimentam entre si — variando de 0,1 a 100 s™' durante 200 segundos, permitindo
identificar o comportamento de escoamento sob condi¢cées de agitagao crescente. Em
seguida, na terceira etapa, foi aplicada uma taxa constante de 100 s*' por 30 segundos
para avaliar a estabilidade da amostra em uma condi¢ao simulada de fluxo continuo.
Por fim, a quarta etapa consistiu na varredura descendente da taxa de cisalhamento
de 100 a 0,1 s', também durante 200 segundos, o que possibilita observar possiveis
efeitos de histerese, associados a quebra parcial da estrutura do produto durante o

escoamento.
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3.8 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas aplicando a analise de variancia
(ANOVA), seguida pelo teste de Tukey em um nivel de significancia de 0,05 com

auxilio do Software R vers&o 4.4.2 (The R® Foudation for Statistical Computing).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

A caracterizacéao fisico-quimica do leite condensado utilizado neste estudo foi
realizada a partir dos métodos oficiais de analise e os resultados obtidos foram
comparados com os parametros estabelecidos pela Instrugdo Normativa n° 47, de 26
de outubro de 2018, que fixa a identidade e os requisitos de qualidade para o leite
condensado integral. De acordo com a legislagéo vigente, o produto deve apresentar
teor de gordura entre 8,0 e 16,0 g.100 g, proteina minima de 34,0 g.100 g nos
solidos ndo gordurosos e pelo menos 28,0 g.100 g' de sdlidos lacteos totais.

Os resultados obtidos na amostra analisada encontram-se dentro dos limites
exigidos por essa regulamentagdo como pode-se observar na Tabela 2.
Adicionalmente, parametros complementares como umidade, carboidratos, teor de
sélidos soluveis (°Brix) e RMF também foram determinados, embora nédo sejam
exigidos pela normativa brasileira. Esses valores foram avaliados com base em
referéncias técnico-cientificas e sdo amplamente utilizados na literatura como

indicadores da qualidade tecnolégica e estabilidade do produto.

Tabela 2 - Analises composicionais do leite condensado integral.

Dados
Composicgao Referéncia
Experimentais Teéricos
SILVA; SA; PERRONE
Umidade (% m.m"") 25,3+0,6 ~26 — 28 g.100 g™
(2011)
) SILVA; SA; PERRONE
°Brix 70,1+ 0,1 ~72,0 — 74,0 °Brix
(2011)
Gordura (% m.m) 8,3+0,2 8,0-16,09.100 g™ IN n° 47, de 26/10/2018
minimo de 34,0 g.100 g
Proteina (% m.m"") 39,27 £ 0,17 IN n° 47, de 26/10/2018

em sélidos nao gordurosos
SILVA; SA; PERRONE
(2011)
SILVA; SA; PERRONE
(2011)

Cinzas (% m.m™) 1,8 +0,1 <2,0g.100 g

Carboidratos (% m.m™) 56,3 + 0,7 ~55-60g.100 g

Fonte: elaborada pelo autor (2025).
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4.1DOCES DE LEITE PRODUZIDOS: ANALISES FiSICO-QUIMICAS E Fo

Os diferentes DL elaborados ao longo deste estudo foram submetidos a
tratamentos térmicos controlados em autoclave, resultando em variagcdes
significativas em suas propriedades fisico-quimicas. O grau de tratamento térmico
aplicado a cada amostra foi quantificado por meio do valor de Fo. E possivel ver uma
notavel diferenca entre os doces produzidos conforme a Figura 4. No caso dos DL
analisados, os valores de Fo variaram entre 17,19 + 1,85 min ' € 52,30 + 2,4 min ',
refletindo uma grande diferengca de intensidades térmicas que as amostras foram
submetidas. Como observado na Tabela 3, essas variacdes promoveram mudancas
expressivas nas amostras, principalmente em relagcao ao pH, a acidez titulavel e a
concentragédo de Ca?*, o que demonstra o impacto direto do aquecimento prolongado

sobre a composicéo fisico-quimica do produto.

Figura 4 - Doces de leite produzidos, a partir do leite condensado integral, com a
mesma composicio centesimal, a 121,1°C, mas com tempo de exposicao ao

aquecimento diferente.

15 20 25 40 55

Fonte: Figura elaborada pelo autor (2025).



Tabela 3 - Resultados das analises fisico-quimicas dos doces de leite em

diferentes tratamentos térmicos no dia 0 (DO) de shelf life.

Tempo. Fo Ca* Acidez
pH ApH
(min) (min) (mmol.L") (g acido latico.100 g)
0 0,00 + 0,00 0,89 + 0,03¢ 6,40 + 0,02" 0,00+ 0,00 0,47 +0,02f
15 17,19 +1,85¢ 1,39 +0,01¢ 5,78 £0,03¢ 0,62+ 0,019 0,64 £ 0,02¢
20 20,51 +£3,70% 1,55+ 0,01° 5,65+ 0,017 0,75+ 0,02 0,72 + 0,024
25 25,58 +4,18%% 1,58 +0,01° 5,60 £ 0,01¢ 0,80 + 0,02¢° 0,76 + 0,01¢
30 30,92 + 3,924 1,59 +0,01°¢ 5,563 +0,02¢ 0,87 +0,02¢ 0,79 £ 0,04°
35 36,28 + 3,06 1,80 +0,01° 5,35+0,01¢ 1,05+ 0,02° 0,85 +0,01°
40 40,54 + 4,04 1,87 +0,06%° 5,30 £0,02° 1,10 £ 0,01° 0,90 + 0,012°
55 52,30 +2,4® 1,93 £0,01° 5,20£ 0,012 1,20 + 0,022 0,94 £ 0,012
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
Legenda: ApH representa a diferencga entre o pH do doce controle (tempo 0 minutos) e o pH
final da amostra. Medidas de mesma letra na mesma coluna, ndo diferem estatisticamente,

por teste Tukey (p > 0,05).

Uma das alteragbes mais evidentes foi a diminuigdo progressiva do pH a
medida que o Fo aumentava, comportamento tipico de produtos lacteos submetidos a
elevadas temperaturas. Essa tendéncia é melhor representada pela analise do ApH,
que representa a diferenga entre o pH inicial (do leite condensado) e o pH final do
doce. O aquecimento favorece diversas reagdes quimicas, como a degradacéo da
lactose e a RM, que geram compostos acidos e, consequentemente, acidificam o meio
(Carneiro et. al., 2021). A diminuicao do pH resulta na precipitacdo de proteinas,
favorece a cristalizacdo da lactose e prejudica a ocorréncia da RM (Penci & Marin,
2016; Stephani et al., 2019).

Os resultados mostram que a acidez (em g de &cido latico.100 g') aumentou
de 0,47 + 0,02 no controle (sem tratamento térmico) para 0,94 + 0,01 na amostra
submetida ao maior Fo. Estes resultados estdo de acordo com a literatura, visto que o
aumento esta associado a formacao de acidos orgéanicos, como o latico e o acético, e
a liberagao de ions das estruturas proteicas. De acordo com Stephani et. al., (2023),
estes compostos acidos geram um aumento na acidez total desenvolvida (ATD) que
€ resultado da degradacao térmica de constituintes do leite, como a lactose, além da

desfosforilacdo de caseinas e a precipitacao do fosfato de calcio.
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Além disto, a acidez mais elevada contribui para a percep¢ado sensorial de
maior intensidade e sabor mais amargo, mesmo entre amostras com composigao
centesimal semelhante (Stephani et. al., 2023). Essa correlagéo entre pH e textura
estd relacionada a reorganizacdo estrutural das proteinas, que podem sofrer
coagulagao parcial, afetando a viscosidade e a consisténcia do doce (Rovedo et. al.,
1991).

Outro parametro diretamente afetado pelo tratamento térmico foi o aumento de
Ca?* livre. Os resultados mostram que o teor de Ca?* aumentou de 0,89 + 0,03 mmol.L-
' no controle para 1,93 + 0,01 mmol.L-! na amostra com Fo mais elevado. Embora a
literatura sobre leite reporte uma reducio do calcio soluvel com o aquecimento —
devido a migragédo para a fase soluvel para a fase coloidal (Da Silva, 2003; Lewis,
2011) — no DL, com a queda significativa de pH induzida pelo calor, ocorre o oposto.
O ambiente acido, promove a liberagédo do célcio antes ligado a fase coloidal, devido
a desmineralizagao das micelas de caseina (Carneiro et. al., 2021). A desfosforilagéo
proteica e a protonagdo de grupos fosfato e carboxila diminuem a capacidade de
retencéo de calcio, promovendo sua migracao para a fase soluvel (Mekmene et. al.,
2010).

Esses resultados demonstram que o tratamento térmico altera profundamente
as caracteristicas fisico-quimicas dos DL. As transformacgdes observadas sao reflexo
direto da complexa interagdo entre constituintes lacteos, temperatura e tempo de

processamento, o que destaca a importancia de se compreender e controlar o Fo.

4.2 PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS AO LONGO DO SHELF LIFE

A aplicacao de diferentes intensidades de tratamento térmico nos DL produziu
variagdes significativas em seus parametros fisico-quimicos iniciais (D0), como pH,
acidez titulavel e célcio ibnico. Esses parametros também foram monitorados ao longo
do shelf life (D15, D30, D60 e D107), revelando tendéncias consistentes e
estatisticamente significativas com base na analise de variancia (ANOVA), seguida
pelo teste de Tukey em um nivel de significancia de 0,05.

Os resultados indicam uma tendéncia clara de redugéo do pH com o aumento
do tempo de tratamento térmico no DO. Ao longo do armazenamento, € possivel
observar, conforme a Figura 5, que o pH dos doces tende a se manter com 0 mesmo

padrao de decaimento nos primeiros 30 dias (DO, D15 e D30), com oscilagdes leves,
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e uma queda mais acentuada em dias de shel life mais estendidos (D60 e D107). Isto
mostra que a cinética da reagao de formacgao dos acidos provinda da RM, ocorre em
velocidades diferentes ao longo dos dias, no que reflete nesta oscilagdo dos valores
de pH. Notavelmente, a amostra controle (DLO) apresentou um decréscimo expressivo
no pH, refletindo na ocorréncia da RM mesmo de forma lenta e continua em produtos
qgue nao passaram por tratamento térmico. Este fato ja € difundido pela literatura, como
reportado por Carneiro e colaboradores, 2021 (Carneiro et. al., 2021).

Os valores de ApH, aumentaram significativamente com o Fo e permaneceu
com este aumento durante todo o shelf life, especialmente nas amostras DL35, DL40
e DL55. No entanto, ao longo dos dias analisados, os resultados estatisticos indicam
que esse aumento no ApH n&o é mantido de forma significativa, conforme ilustrado
na Figura 5. Isso sugere que, embora o tratamento térmico inicial influencie
diretamente a reducdo do pH, o armazenamento ndo causa variagdes adicionais
marcantes no pH do produto ao longo do tempo. Esse comportamento pode estar
associado a estabilizacdo dos compostos formados durante o processo térmico, como
os produtos intermediarios da Reac¢do de Maillard, que atingem um equilibrio,
limitando assim novas mudancgas no pH durante o shelf life (Bertrand et. al., 2018).

Observando os valores de acidez na Figura 5, pode-se relacionar com o mesmo
fendmeno da diferenga da cinética da RM durante o shelf life. Nos DO, D15 e D30, ndo
ha diferenca estatistica significativa (p > 0,05) entre os valores de acidez. No entanto,
com o prolongamento do shelf life (D60 e D107) é observado uma queda nos valores
de acidez, mostrando que a RM continua acontecendo, com a formacgao dos acidos
organicos responsaveis pela diminui¢ao do pH, e aumento da acidez, mas com menor
intensidade.

Durante o shelf life, o Ca?* também apresentou tendéncia de elevagéo
continua, especialmente nas amostras DL35, DL40 e DL55. Este aumento pode estar
relacionado a continua progressao da dissociagao dos complexos calcio-caseinato e
a perda da capacidade de complexagao por compostos como citrato e lactato em pH

mais acido.
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Figura 5 - Parametros Fisico-Quimicos ao longo do Shelf Life (n = 3).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
DO = dia 0; D15 = dia 15; D30 = dia 30; D60 = dia 60, D107 = dia 107.

4.3QUANTIFICACAO DOS MARCADORES DA REACAO DE MAILLARD POR HPLC

Foram avaliados, neste estudo, quatro compostos intermediarios da RM: 5-
hidroximetilfurfural (HMF), 2-furaldeido (F), 5-metilfuraldeido (MF) e 2-furil-metilcetona
(FMC), conforme apresentado na Figura 6. Esses marcadores representam etapas
distintas do progresso da reacgao, sendo utilizados para estimar o impacto térmico
sobre alimentos. Dentre eles, o HMF é o composto mais citado na literatura cientifica
como indicador da intensidade do tratamento térmico e da degradagao de agucares
redutores (Lund & Ray, 2017).

A andlise cromatografica com o detector de arranjo de diodos, permitiu a
deteccéo e a quantificagdo de HMF em todas as amostras, confirmando sua formacéao

sob as condigdes aplicadas. O F também foi identificado, embora em baixas
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concentragbes. Por outro lado, MF e FMC n&o foram detectados nas amostras
avaliadas. Este resultado estda de acordo com outros estudos conduzidos com
produtos lacteos, nos quais a presenca de MF e FMC também n&ao foi observada
(Chavez-Servin et. al., 2005; Ferrer et. al., 2000; Lund et. al., 2021).

Figura 6 - Cromatograma dos padrdes dos indicadores da Reagéo de Maillard.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025)

4.3.1 Formacgao de HMF livre em fungao do tratamento térmico e shelf life

A formacao de HMF nas amostras de doce de leite apresentou relacao direta
com a intensidade do tratamento térmico aplicado e com o tempo de armazenamento.
A Tabela 4 apresenta os valores de pH (medidos diretamente e em solugdo a 10%
m.m') e as concentragdes de HMF livre em fungéo do tempo de cocgdo. Observa-se
que, a medida que o tempo de tratamento térmico aumenta, o pH das amostras diminui
significativamente (p < 0,05), o que favorece a rota sintética para a formag¢ao de HMF.
Essa tendéncia confirma que ambientes mais acidos catalisam a conversao dos
intermediarios da Reagao de Maillard, como os compostos de Amadori, em produtos

furénicos, entre eles o préprio HMF (Carneiro et. al., 2021).
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Tabela 4 - HMF livre (umol.kg™') em fungéo do tempo de produgéo, pH medido

diretamente no DL e pH na solugéo 10% (m.m™") de doce (n = 2).

Tempo Fo H pH Solugao 10% HMF livre
(min) (min) P (m.m™) (umol.kg™)
0 0,00 + 0,00 6,40 + 0,02" 6,79 32+ 1f
15 17,19 £ 1,85° 5,78 £ 0,03¢ 6,26 77 £ 4°
20 20,51 + 3,70% 5,65 + 0,01 6,17 131 + 18%
25 25,58 + 4,18°% 5,60 + 0,01¢ 6,04 178 + 16%
30 30,92 + 3,92bcd 5,53 + 0,024 5,97 241 £ 3°
35 36,28 + 3,06 5,35+ 0,01° 5,62 370+ 9°
40 40,54 + 4,04%° 5,30 + 0,02° 5,58 441 + 143>
55 52,30 + 2,42 5,20 £ 0,012 5,52 472 + 16°

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Medidas de mesma letra, ndo diferem estatisticamente, por teste Tukey (p > 0,05).

Os valores de HMF livre variaram de 32 + 1 pmol.kg”' na amostra controle
(tempo 0 min, pH 6,40 £ 0,02) até 472 + 16 ymol.kg™" para a amostra submetida a 55
minutos de tratamento térmico em autoclave (pH 5,20 + 0,01). A Figura 7 propde uma
representacao grafica interpretativa da formagcédo de HMF em funcédo do tempo de
tratamento térmico, dividida em trés fases distintas: inicial, exponencial e estacionaria.
Esta figura, construida com base nos dados obtidos experimentalmente, é
apresentada como um postulado deste trabalho, com o intuito de descrever e propor
um modelo de comportamento para a formacdo de HMF na matriz DL. Observa-se
que, na fase inicial (Fo < 15), a formag¢ao de HMF nao apresentou diferenca estatistica
significativa (p > 0,05), o que se justifica pela necessidade de um tempo minimo de
aquecimento para que as reagoes da etapa inicial da RM sejam ativadas, assim como
para a proépria transformacao do leite condensado em doce de leite. A auséncia de
mais pontos experimentais nesta regiao se deve ao fato de que, com Fo muito baixos,
ainda n&o ocorre a conversao efetiva da matriz.

O padrao observado revela uma fase exponencial entre Fo 15 e 40, com
crescimento acelerado do HMF, seguida por uma fase estacionaria, onde a
concentragao do composto se estabiliza, sugerindo uma saturagao da via de formagao
frente as condi¢cbes impostas. Essa estabilizacdo sugere que o sistema atinge um

equilibrio entre a taxa de formacao e a conversao de HMF em produtos de maior
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complexidade, como as melanoidinas (Pinto & Wolfschon Pombo, 1984; Bertrand et.
al., 2018).

O ponto final, correspondente ao tempo de 55 minutos (Fo = 52), foi
selecionado intencionalmente como uma condi¢do de tratamento térmico extremo,
sem aplicagao pratica direta, com o objetivo especifico de avaliar os limites superiores

da formacao de HMF em uma condigao de severidade térmica maxima.

Figura 7 - Formagao de HMF livre em trés estagios de Fo.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

O armazenamento também desempenha um papel relevante na concentragao
de HMF livre. A Tabela 5 apresenta os valores obtidos ao longo de cinco momentos
do shelf life (DO, D15, D30, D60 e D107). De forma geral, observa-se um aumento
significativo (p < 0,05) nos niveis de HMF nas amostras entre DO e D15, para
praticamente todos os tempos de tratamento térmico. Esse padréo esta alinhado a

literatura, que indica que o HMF pode continuar sendo formado durante o
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armazenamento, principalmente em funcio da temperatura e da presenca residual de
acucares redutores e grupos amina ativos (Francisquini et. al., 2017).

No entanto, apds D30, verifica-se uma reducdo ou estabilizacdo das
concentragbes de HMF em varias amostras, como nos doces tratados por 25, 30 e 35
minutos. Essa tendéncia pode ser atribuida ao consumo do HMF como substrato em
etapas posteriores da RM, que resultam na formacao de polimeros de alta massa
molecular, como as melanoidinas. A queda observada em D107, especialmente nas
amostras de menor Fo, refor¢ca essa hipétese, sugerindo que o sistema avanga para
estagios finais da reacdo, em que a formagédo de pigmentos escuros e compostos

aromaticos se intensifica (Bertrand et. al., 2018)

Tabela 5 - Comparacao da formacao dos HMF livre nos diferentes dias de shelf
life por HPLC (D0 — D107).

Tempo HMF livre (umol.kg™)
(min) DO D15 D30 D60 D107
0 32 + 18f 136 + 244¢ 34 + 148Be 88 + 1Ad 21 + 1°f
15 77 + 4C¢f 182 + A% 65 + 1C¢ 148 + 65 67 + 1Cef
20 131 + 18ABde 214 + 41Acde 148 + 8A8d 182 + 7Ad 87 + 14B¢
25 178 + 16°Bcd 219 + 1A 190 + 9ABcd 221 + 467« 108 + 1Bde
30 241 + 3hBe 270 + 10~° 227 + 12R8¢ 327 + 56Ab¢ 148 + 18cd
35 370 + 97BP 400 + 1770 312 £ 178 373 + 25780 194 + 1QCPc
40 441 + 14470 471 £ 1470 366 + 8782 388 + 59/ 269 + 198
55 472 + 16782 539 + 23Aa 404 + 1282 479 + 9ABaD 234 + 21Ca

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
DO = dia 0; D15 = dia 15; D30 = dia 30; D60 = dia 60, D107 = dia 107.

Médias seguidas do mesmo indice em maiusculo na mesma linha nao diferem estatisticamente entre
si (p > 0,05). Médias seguidas do mesmo indice em minusculo na mesma coluna nao diferem

estatisticamente entre si (p > 0,05).

Com a Tabela 5 pode-se observar que, embora o HMF continue se formando
apods o processamento térmico, sua progressao nao € linear durante todo o periodo
de armazenamento. Observa-se também que os niveis de HMF em D107 séo
consistentemente inferiores aos de D60 para todas as amostras, o que reforga a
hipotese de degradacgédo ou conversao do HMF em compostos mais complexos ao

longo do tempo, como as melanoidinas.



44

Do ponto de vista de seguranga alimentar, a Tabela 6 apresenta os valores
maximos tedricos de consumo diario de doce de leite com base no limite de ingestao
de HMF estabelecido por Morales e colaboradores (2009), de 1,6 mg por pessoa por
dia. Os resultados indicam que o doce submetido a 55 minutos de tratamento térmico
ultrapassa este limite com apenas 26,9 g de consumo, enquanto o produto tratado por
15 minutos permitiria um consumo teodrico de até 165,5 g dia™'. Esses dados ressaltam
a importancia de um controle rigoroso dos parametros de cocgéo e armazenamento,
para preservar a qualidade sensorial do doce, e mitigar possiveis riscos toxicoldgicos
associados a ingestao excessiva de HMF.

Em conjunto, os dados obtidos evidenciam que o controle do pH, do tempo de
aquecimento e das condi¢cdes de armazenamento sao determinantes para o teor final
de HMF no doce de leite, e que a quantificacdo deste composto pode ser utilizada
como um importante indicador do histérico térmico e da estabilidade quimica do

produto durante sua vida util.

Tabela 6 - Maximo de consumo tedrico diario recomendado de doce de leite em
gramas, em relagéo ao limite de ingestao diaria de HMF (1,6 mg de HMF por

pessoa por dia).

Consumo diario de doce de leite (g de doce de leite por 1,6 mg.HMF-

Tempo . pessoa’’)
(min) DO D15 D30 D60 D107
0 403,3 93,3 373,7 143,50 599,86
15 165,5 69,5 195,7 85,36 188,77
20 97,0 59,3 85,6 69,61 145,72
25 71,3 57,9 66,8 57,35 117,59
30 52,7 46,9 55,9 38,73 85,40
35 34,2 31,8 40,6 33,97 65,31
40 28,8 26,9 34,7 32,75 47,25
55 26,9 23,5 31,4 26,50 54,19

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
DO = dia 0; D15 = dia 15; D30 = dia 30; D60 = dia 60, D107 = dia 107.
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4.3.2 Formacgao de HMF desenvolvido em fungao do tratamento térmico e shelf
life

Na literatura cientifica, o teor HMF total tem sido amplamente utilizado como
marcador da intensidade do tratamento térmico em produtos lacteos. Em estudos
prévios, como os de Morales etf. al., (2000) e Chavez-Servin et. al., (2005), a
determinacdo do HMF total foi realizada apds aquecimentos padronizados,
geralmente entre 25 e 60 minutos a 100 °C, em matrizes como leite UHT, férmulas
infantis e leite em p&. Barrera et. al., (2021), por exemplo, utilizaram esse protocolo
para amostras de DL. No entanto, a escassez de estudos voltados especificamente
para a matriz DL justifica a necessidade de investigagbes mais aprofundadas,
especialmente considerando o perfil fisico-quimico desse produto.

Os dados obtidos no presente trabalho demonstram que, mesmo apds o
tratamento mencionado pelos autores acima, a formacdo de HMF pode continuar de
forma significativa, principalmente quando as amostras sdo submetidas a periodos
prolongados de aquecimento. Esse comportamento evidencia que o valor de HMF
atingido em 1 hora n&o representa um limite absoluto ou “total”, como frequentemente
sugerido na literatura, mas sim um estagio de progressao da RM.

Diante disso, neste estudo optou-se pelo uso do termo “HMF desenvolvido”,
por refletir com maior rigor o carater progressivo e dependente do tempo de formagéao
desse composto. Como mostram os resultados obtidos para o HMF desenvolvido ao
longo de 1, 2 e 3 horas de aquecimento (Tabela 7), observou-se um crescimento
continuo e estatisticamente significativo dos niveis do composto em quase todas as
condi¢cdes, com variagbes de até quatro vezes em relagao ao valor inicial. Portanto,
essa nomenclatura se mostra mais apropriada do ponto de vista técnico, ja que
reconhece a continuidade da reagao e evita a falsa impresséo de que o sistema atinge
um platd definitivo apés um intervalo de reaquecimento.

Com base nisso, o presente estudo investigou a formagdo de HMF
desenvolvido a partir de um novo aquecimento padronizado (90 °C) aplicado as
amostras previamente processadas. Para isolar o efeito da temperatura e do tempo,
o pH das amostras foi ajustado para 7,0 antes do reaquecimento, eliminando

interferéncias relacionadas a acidez da matriz.
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Tabela 7 - Valores de HMF desenvolvido apos 1, 2 e 3 horas de aquecimento a 90
°C com ajuste de pH =7 por HPLC (n = 2).

Tempo HMF (umol.kg™)
(min) Livre 1 hora 2 horas 3 horas AHMF
0 32+ 1 68 + 11 116 + 43f 141 + 22° 109
15 77 + 4¢f 196 + 21° 232 + 47¢ 292 + 35¢ 215
20 131 + 18% 290 + 11¢ 331+ 8% 305 + 62° 174
25 178 + 16° 367 + 1° 405 + 25 417 + 36 239
30 241 + 3¢ 418 + 23° 476 + 3¢ 505 + 13P 264
35 370+ 9° 648 + 6° 629 + 20° 730 £ 172 360
40 441 + 142 673 + 0% 744 + 26°° 796 + 372 355
55 472 + 162 722 + 132 800 + 342 835 + 452 363

Elaborado pelo autor (2025).

Médias seguidas do mesmo indice em minusculo na mesma coluna nao diferem estatisticamente entre
si (p > 0,05). AHMF = diferenca entre o HMF desenvolvido e o HMF livre apés 3 horas de aquecimento
a 90 °C.

Observa-se que, de maneira geral, o teor de HMF desenvolvido aumenta
progressivamente com o tempo de aquecimento, mesmo apds a etapa inicial de
producao do doce. Esse comportamento indica que os intermediarios da RM ainda
permanecem ativos e disponiveis, promovendo a formacao continua de HMF mesmo
em condi¢des prolongadas de aquecimento. Isso é reforgado pelos valores de AHMF
(diferenca entre o HMF desenvolvido em 3 horas e o HMF livre), que indicam um
incremento de até 363 pymol.kg™! nas amostras mais severamente tratadas (Tabela 7),
revelando que a RM nao se encerra com o tratamento térmico inicial, mas pode
progredir consideravelmente com o reaquecimento.

E visto um aumento significativo na concentragdo de HMF entre 1 hora e 3
horas, especialmente para os valores de Fo mais elevados. Por exemplo, para o doce
com Fo = 40, o HMF aumenta de 673 para 796 umol.kg™' com o prolongamento do
aquecimento, e para Fo = 55, vai de 722 para 835 ymol.kg™'. Ainda que o incremento
tenda a se estabilizar a partir de 2 horas, como evidenciado pela inclinagao suavizada
das curvas na Figura 4, a diferenca entre 1 hora e 3 horas permanece estatisticamente
relevante para os niveis mais intensos de tratamento (Fo = 35), indicando que o tempo
adicional pode ser necessario em estudos que buscam entender a extensao total da

RM em doces com alto grau de aquecimento.
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E importante destacar que o tempo limite de 3 horas foi adotado neste estudo
nao por sua aplicabilidade pratica na industria, mas sim por representar uma condi¢cao
extrema de calor, visando avaliar o potencial maximo de formacdo de HMF e a

persisténcia da RM.

Figura 8 — Valores de HMF desenvolvido para os diferentes tratamentos térmicos

durante o shelf life.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

No que diz respeito ao shelf life, os dados da Tabela 8 mostram que o valor de
AHMF diminui de forma expressiva nos primeiros 30 dias de armazenamento,
sugerindo a estabilizacdo da RM. Essa tendéncia indica que, com o tempo, os
intermediarios reativos vao sendo consumidos e convertidos em produtos finais, como
as melanoidinas. A excec¢ao ocorre nas amostras do D60, onde a formagao de HMF
desenvolvido apds 3 horas de reaquecimento ainda persiste de forma relevante até o
D107, reforcando que, em condigbes de tratamento térmico extremo, o sistema

mantém sua capacidade reacional.
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Esses resultados confirmam que o HMF desenvolvido € um marcador sensivel
da carga térmica acumulada e que sua determinagao deve considerar tanto o historico

térmico inicial quanto as possiveis reagdes secundarias ao longo do tempo.

Tabela 8 - Valores de AHMF em pmol.kg™' em diferentes dias de shelf life.

Tempo AHMF (HMF 3 horas - HMF livre) pmol.kg™’

(min) DO D15 D30 D60 D107
0 109 33 28 159 105
15 215 109 209 276 205
20 174 185 171 312 216
25 239 279 207 336 231
30 264 301 195 304 320
35 360 360 296 429 389
40 355 393 281 553 431
55 363 344 246 540 470

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
DO = dia 0; D15 = dia 15; D30 = dia 30; D60 = dia 60 e D107 = dia 107

4.4PARAMETROS DE COR

A avaliacao da cor dos DL constitui uma etapa fundamental para compreender
as transformacdes fisico-quimicas induzidas pelo tratamento térmico e pelo tempo de
armazenamento. A coloragdo, além de ser um atributo sensorial determinante na
aceitacdo do consumidor, esta diretamente relacionada a formacao de compostos da
RM, especialmente as melanoidinas, que sdo responsaveis pelo escurecimento tipico
desses produtos. Assim, para investigar essas alteragdes, foram utilizadas duas
abordagens complementares: a colorimetria CIE-Lab e a analise espectrofotométrica
em 420 nm, cada uma fornecendo diferentes perspectivas sobre a progressao do
escurecimento.

A Figura 9 mostra a diferenca clara entre os DL produzidos a partir da mesma

matriz centesimal, modificando apenas o tratamento térmico.
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Figura 9 - Doces de leite produzidos a 121,1 °C em autoclave com diferentes

tratamentos térmicos (controle, 15 a 55 minutos).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

4.41 Determinagao da cor por colorimetria CIE-Lab

Os resultados da analise colorimétrica dos DL ao longo dos diferentes tempos
de tratamento térmico e dias de shelf life sdo apresentados na Tabela 9. A
luminosidade (L) demonstrou uma tendéncia decrescente com o aumento da
intensidade térmica, indicando escurecimento progressivo das amostras desde o
inicio até os 55 minutos. Essa reducdo é atribuida a formagao de melanoidinas,
produtos de elevada massa molecular formados nos estagios finais da Reacéo de
Maillard.

A Figura 10 ilustra essa relagdo, evidenciando uma queda acentuada da
luminosidade nos primeiros tratamentos (de Fo = 0 até Fo=36), com uma estabilizagao
a partir de Fo > 40. Estatisticamente, os valores de L para os tempos de 40 e 55
minutos nao diferiram significativamente (p > 0,05), sugerindo que, a partir de
determinado ponto, o escurecimento do produto tende a um plato.

No acompanhamento do shelf life, verifica-se que os valores de L permanecem
relativamente estaveis entre D15 e D30, o que pode indicar uma estabilizagdo na

formacao de novos pigmentos apds o processamento térmico inicial. Embora fosse
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esperado um escurecimento progressivo ao longo do tempo de estocagem, a
auséncia de diferencas estatisticas marcantes apdés D30 sugere que o sistema
alcancou um equilibrio na formagao de compostos cromoforos, possivelmente pela
limitacdo dos precursores disponiveis ou pela natureza mais lenta das reagdes em

temperatura ambiente.

Tabela 9 — Valores de Luminosidade (L), em fungéo do shelf life (n = 3).

Tempo L
(min) DO D15 D30 D60 D107
0 65,41 2,598  69,15+201"8 6238+ 1,56° 73,74 +0,03" 67,66 + 3,348
15 48,45 + 0,248° 50,67 + 0,214 48,22 +0,408> 48,02+ 0,458 48,31+ 0,138
20 44,17 +0,18C¢ 46,66 + 0,15~° 45,84 +0,1378c 4567 + 0,858 44,82 + 0,308Cc
25 42,81 + 0,22R° 43,32 + 0,397 42,80+ 0,46° 4253 +0,58* 43,52 + 0,80
30 41,21 + 1,40"° 41,35 + 0,307 40,81+ 0,18% 40,55+ 1,322 39,39 + 0,08
35 37,08 + 0,608¢ 38,71 + 0,28"¢ 39,04 £ 0,37"¢" 38,92 + 0,917 37,98 + 0,29"8¢
40 37,35+ 0,377 3897 +0,23"8  3872+0,138" 40,03 +0,85"¢ 37,72 + 0,236Pd
55 36,89 + 0,14 38,72 + 0,24 38,16 + 0,58~ 37,50 +205° 37,40 + 0,95

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

DO = dia 0; D15 = dia 15; D30 = dia 30; D60 = dia 60, D107 = dia 107.

Médias seguidas do mesmo indice em maiusculo na mesma linha n&o diferem estatisticamente entre

si (p > 0,05). Médias seguidas do mesmo indice em minusculo na mesma coluna nao diferem

estatisticamente entre si (p > 0,05).
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Figura 10 — Luminosidade (L) em fungdo do tratamento térmico representado por
Fo (min) (n = 3).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

4.4.2 Absorbancia

Complementando a analise de cor, a Tabela 10 apresenta os valores de
absorbancia por grama de proteina das amostras ao longo do tempo de shelf life. A
analise foi realizada em 420 nm, comprimento de onda caracteristico para deteccao
de melanoidinas soluveis em meio aquoso. Os resultados mostraram um aumento
progressivo da absorbancia com o incremento do tratamento térmico, evidenciando a
intensificagcao da formagéo de pigmentos de escurecimento, o que corrobora os dados
obtidos por colorimetria CIE-Lab.

A Figura 11 mostra que a absorbancia aumentou com o aumento do Fo até
aproximadamente 40 minutos, apds o qual o crescimento foi mais sutil. Esse padrao
sugere que a formagdo de melanoidinas soluveis também tende a saturagdo em
tratamentos mais intensos, similar ao comportamento da luminosidade.

Durante o shelf life, o comportamento da absorbancia difere da luminosidade:
enquanto a L se estabiliza, a absorbancia continua aumentando em alguns
tratamentos, especialmente nos tempos mais longos. Esse resultado refor¢ca que,

mesmo com coloragdo aparente constante, alteragcbes estruturais ainda podem



52

ocorrer em compostos soluveis, o que é coerente com a progressao das reacgdes

intermediarias e finais da RM.

Tabela 10 — Valores de absorbancia (Abs) da fase soluveis, medidos em 420 nm, por

grama de proteina para os DL produzidos ao longo do tempo de shelf life (n = 2).

Tempo Abs/ g proteina
(min) DO D15 D30 D60 D107
0 0,36 + 0,01Ad 0,14 £ 0,018 0,13 £ 0,038¢ 0,13 £ 0,01°f 0,08 + 0,025
15 0,34 + 0,038¢d 0,50 + 0,03Ad 0,23 + 0,03¢c 0,52 + 0,027 0,42 + 0,05%B¢
20 0,56 + 0,048 0,70 + 0,01ABcd 0,38 + 0,03% 0,80 + 0,087 0,55 + 0,028¢
25 0,93 + 0,14° 1,00 £ 0,2Ab° 0,73 £ 0,08 1,05 £ 0,1A° 0,74 + 0,03
30 0,96 + 0,08"E° 1,27 £ 0,2A% 0,84 £ 0,038 1,16 + 0,038 0,76 + 0,035°
35 1,10 £ 0,18¢c 1,50 £ 0,142 1,21 £0,08%82 1,33 +£0,03%8> 1,25 + 0,0278°
40 1,39 + 0,01¢Pab 1,61 £ 0,038 1,30 + 0,09P2 1,58 + 0,01B¢2 1,81 £ 0,044
55 1,60 + 0,08"B2 1,55 + 0,1ABa 1,36 + 0,0782 1,64 + 0,0382 1,75 £ 0,03*

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

DO = dia 0; D15 = dia 15; D30 = dia 30; D60 = dia 60, D107 = dia 107.

Médias seguidas do mesmo indice em mailsculo ha mesma linha nao diferem estatisticamente entre

si (p > 0,05). Médias seguidas do mesmo indice em minusculo na mesma coluna ndo diferem

estatisticamente entre si (p > 0,05).

Figura 11— Valores de absorbéancia por grama de proteina para o DL em fungao

do tratamento térmico representado por Fo (min).
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4. 5REOLOGIA

O estudo do comportamento reolégico € fundamental para compreender as
propriedades fisico-mecanicas dos alimentos, especialmente aqueles com estrutura
densa e complexa, como o DL. Durante o processamento térmico, ocorrem
transformacdes estruturais nas proteinas, carboidratos, que impactam diretamente a
textura, a viscosidade e a resisténcia ao escoamento do produto. Essas modificacdes
sdo ainda mais relevantes considerando que, nos ensaios realizados, a formulagao
dos doces permaneceu constante, variando-se apenas o tempo de tratamento térmico
aplicado.

As analises reoldgicas foram conduzidas a 25°C, empregando a curva de
cisalhamento descendente (de 100 a 0,1s™"), e os dados foram ajustados ao modelo

de Herschel-Bulkley, conforme descrito na Tabela 11 e ilustrado nas Figura 12 e 13.

Equacéao 1: modelo de Herschel-Bulkley:
T= 19+ ky"

Sendo: T tensdo de cisalhamento aplicada (Pa); 1, tensdo de escoamento inicial (Pa);
K indice de consisténcia (Pa-s"); n indice de comportamento do fluxo; y taxa de

deformagao ou taxa de cisalhamento (s™)

Observou-se que todos os doces de leite apresentaram comportamento nao
newtoniano do tipo pseudoplastico (n < 1), com valores de -coeficiente de
determinagdo (R?) superiores a 0,998, indicando a excelente adequagdo do modelo
as amostras.

O controle (Fo = 0) foi o Unico que apresentou tensao de escoamento nula (1o =
0), refletindo a auséncia de uma rede estruturada suficientemente coesa para resistir
ao escoamento inicial. A partir de Fo = 20, houve um aumento expressivo na tensao
de escoamento (43,62 Pa), alcangando seu pico em Fo = 55 (108,76 Pa). Esse
aumento progressivo de T, indica maior resisténcia inicial ao fluxo, compativel com a
formacgao de estruturas proteicas e polissacaridicas mais densas, intensificadas pela

RM e pela reducéo do pH discutidas nos capitulos anteriores.
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O indice de consisténcia (K), que representa a espessura do fluido em repouso,
também aumentou drasticamente apds os tratamentos térmicos. O valor mais elevado
foi observado para o doce de leite com Fo=20 (106,15 Pa.s), seguido por Fo= 55 e
35.

Quanto ao indice de comportamento de fluxo (n), houve uma queda significativa
apos o tratamento térmico, com o controle apresentando valor préximo de 1 (0,92), o
que se aproxima de um comportamento aproximado de um fluido newtoniano. Ja os
doces tratados apresentaram valores entre 0,48 e 0,44, evidenciando seu carater
pseudoplastico. Produtos com n baixos (n < 1) indicam maior sensibilidade a forga
aplicada, apresentam alta viscosidade em repouso e fluidez sob cisalhamento
(Rovedo et. al., 1991).

A viscosidade aparente média calculada a 100 s™ de taxa de cisalhamento (na)
também apresentou variagdes interessantes. O controle teve o menor valor
(3,51 Pa.s), enquanto os valores mais altos foram encontrados em Fo=20 e 35 (10,17
e 10,40 Pa.s, respectivamente), com uma leve redugéo para Fo= 55 (7,75 Pa.s). Essa
reducao pode estar associada a intensa exposicao térmica, que, apesar de fortalecer
a estrutura inicial, pode levar a degradagao parcial de polimeros estruturantes como
proteinas e acucares, diminuindo a viscosidade final em taxas de cisalhamento
elevadas.

A Figura 13, que representa a viscosidade em fungao da taxa de cisalhamento,
confirma o comportamento pseudoplastico das amostras, a medida que o
cisalhamento aumenta, a viscosidade diminui de forma exponencial, mais
acentuadamente nas amostras tratadas. A curva do controle é significativamente
inferior as demais, revelando uma matriz estrutural ainda pouco organizada. Os DL
tratados (especialmente Fo = 20 e 35) apresentam comportamento semelhante, com
sobreposi¢ao das curvas, sugerindo que o ponto de consisténcia maxima ocorre antes
do tratamento extremo de Fo = 55.

Portanto, os dados obtidos demonstram que o tratamento térmico exerce forte
influéncia nas propriedades reoldgicas do doce de leite, principalmente na estrutura
do produto, refletindo no aumento da tensdao de escoamento e na viscosidade
aparente. Esses efeitos estdo diretamente relacionados a evolugao das reagdes fisico-
quimicas discutidas nos tépicos anteriores, como a RM, a queda de pH, o aumento da
acidez e a solubilizagao de calcio coloidal. Assim, a reologia destaca-se como uma

importante ferramenta complementar na caracterizacéo do doce de leite, ndo apenas
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como um indicativo de textura, mas também como reflexo da historia térmica e quimica

do produto.

Figura 12 — Tensé&o de cisalhamento do doce de leite (Pa) com base na taxa de

cisalhamento variando de 100 s a 0,1 s™, a 25 °C.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Figura 13 - Viscosidade aparente do doce de leite (Pa.s) baseada na taxa de

cisalhamento descendente de 100s™*a 0,1 s, a 25 °C.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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Tabela 11 - Pardmetros do modelo Herschel-Bulkley (taxa de cisalhamento

descendente) registrados para os doces de leite.

Parametros do modelo

Tratamento térmico/ min a 121,1°C

Herschel-Bulkley 0 (Controle) 20 35 55
To - (Pa) 0,00+0,00 43,62+5,08 86,42+0,36 108,76+9,19
106,15 +
K - (Pa.s") 5,09+0,15 96,23+0,62 87,17+0,62
15,81
n 0,92+0,00 0,48+0,03 0,49+0,00 0,44%0,36
R2 1,000 1,000 0,999 0,998
Na— (Pa.s) 3,51+0,09 10,17+0,12 10,40+0,00 7,75+0,00

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

T tensao de cisalhamento aplicada (Pa); 1, tensdo de escoamento inicial (Pa); K indice de

consisténcia (Pa-s"); n indice de comportamento do fluxo; y taxa de deformacgao ou taxa de

cisalhamento (s-1)
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5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que o tratamento térmico
exerce influéncia significativa sobre as caracteristicas fisico-quimicas,
cromatograficas e reoldgicas do DL, com impacto direto na formagado de compostos
da RM, como o HMF, na modificagado dos parametros de acidez e pH, na liberagao de
calcio ibnico, no escurecimento e na estrutura do produto final. A aplicagao controlada
de diferentes tempos de tratamento térmico em autoclave, com calculo dos
respectivos valores de Fo, permitiu compreender o comportamento da matriz DL em
condigdes progressivamente mais intensas, inclusive em um cenario extremo de 55
minutos a 121,1 °C.

A quantificacdo de HMF livre ao longo dos tratamentos evidenciou um
comportamento inicial, exponencial e estacionario, representando a evolu¢ao da RM
em resposta ao aquecimento. A introdugdo do conceito de HMF desenvolvido,
baseado na aplicacdo de um reaquecimento padronizado a 90 °C por até 3 horas,
revelou que, mesmo apos o processamento, a matriz DL ainda apresenta potencial
significativo de formacgao adicional de HMF. Este achado justifica o uso do termo “HMF
desenvolvido” em vez de “HMF total”, frequentemente empregado na literatura, pois
os dados indicam que valores tradicionalmente considerados como finais, como os
obtidos com 1 hora de aquecimento, subestimam o verdadeiro potencial da matriz de
gerar HMF sob condigdes estendidas.

As andlises ao longo do shelf life demonstraram que a formagao de HMF
continua apdés o processamento e pela condicdo de estocagem. Observou-se um
aumento significativo de HMF nos primeiros 15 dias, seguido de uma queda nos
valores em D30, sugerindo que parte do HMF formado € consumido em reagdes
subsequentes, principalmente na geragao de pigmentos como melanoidinas, o que foi
corroborado pelos dados de cor.

De fato, os parametros de cor mostraram que o escurecimento do DL aumenta
com o tempo de aquecimento, como evidenciado pela redugao dos valores de L e pelo
aumento da absorbancia a 420 nm, especialmente nos produtos mais aquecidos. No
entanto, durante o shelf life, esse escurecimento se estabilizou, sugerindo que a maior
parte da formacgao de melanoidinas ocorre ainda durante o tratamento térmico e que,
apos certo ponto, o sistema entra em equilibrio, com pouca formacéao adicional desses

pigmentos.
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As analises fisico-quimicas de pH, ApH, acidez e calcio i6nico reforcaram o
impacto do tratamento térmico sobre a estrutura coloidal da matriz. Observou-se que
0 aumento da intensidade térmica promoveu maior liberacdo de calcio para a fase
soluvel, o que pode ser associado a desestruturacdo das micelas de caseina em pH
acido, o que impacta diretamente na estabilidade proteica e na textura do produto.

Do ponto de vista reoldgico, os doces de leite tratados apresentaram
comportamento pseudoplastico, ajustando-se adequadamente ao modelo de
Herschel-Bulkley. Observou-se que o tratamento térmico elevou significativamente a
tensdo de escoamento e o indice de consisténcia dos produtos, enquanto reduziu o
indice de comportamento de fluxo, confirmando maior resisténcia inicial ao
escoamento e maior estruturagdo da matriz. Entretanto, a viscosidade aparente a
100 s™ diminuiu no tempo mais extremo de aquecimento, em 55 minutos, sugerindo
possivel degradagdo ou reorganizacao estrutural em fungdo do calor prolongado.
Essa relagdo entre a estrutura reoldgica, cor, pH, célcio e viscosidade evidencia o
carater multifatorial das transformacdes que ocorrem na matriz DL durante o
processamento térmico.

Portanto, este trabalho contribui para o entendimento das alteragcbées quimicas
e estruturais que ocorrem na producao de DL submetido a diferentes intensidades de
tratamento térmico. Os dados obtidos aprofundam o conhecimento sobre a formacéao
e evolucdo do HMF, por ser um tema mal definido na literatura para a matriz DL, a
intensidade do escurecimento, os efeitos na estabilidade coloidal e as implicagdes

reoldgicas desses fenbmenos.
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