)

e

0e

INSTITUTO POLITECNICO
ESTG DE VIANA DO CASTELO

DESENVOLVIMENTO DE UM
CHOCOLATE ENRIQUECIDO COM
VITAMINA C (E300 E MIRCIARIA DUBIA)

Efeito na qualidade do produto e aceitabilidade, estagio na Fabrica de chocolates
Casa Grande

Sofia Costa Gomes

DESENVOLVIMENTO DE UM CHOCOLATE ENRIQUECIDO COM VITAMINA C (E300 E

MIRCIARIA DUBIA)

Escola Superior de Tecnologia e Gestao

2019

N



60
e/

INSTITUTO POLITECNICO
DE VIANA DO CASTELO

Sofia Costa Gomes

Desenvolvimento de um chocolate enriquecido com vitamina C
(E300 e Myrciaria dubia): efeito na qualidade do produto e
aceitabilidade.

Estagio na Fabrica de Chocolates Casa Grande

Mestrado em Engenharia Alimentar

Trabalho efetuado sob a orientacao
Professora Doutora Carla Barbosa
Professor Doutor Rui Alves

Dezembro de 2019



“If you can dream it, you can do it.”

Walt Disney



Agradecimentos

O trabalho apresentado nao teria sido possivel sem o contributo de varias
pessoas que, de diferentes maneiras colaboraram na realizagcdo do mesmo.

Em primeiro lugar, um agradecimento muito especial a professora Doutora Carla
Barbosa pela disponibilidade prestada, apoio absoluto e incentivo permanente.
Pelas preciosas sugestdes e criticas sempre muito construtivas. Pela forma
excecional como me orientou e acompanhou neste percurso atribulado;

Ao professor Rui Alves por todo o apoio prestado.

A Engenheira Susana, por toda a colaboragdo, compreensdo e apoio
incondicional no laboratério;

Um agradecimento a empresa Fabrica de Chocolates Casa Grande pela
oportunidade de realizagao do estagio;

Aos meus colegas de mestrado pelo companheirismo e pelos bons momentos;
A Bruna Vieira, colega, amiga e companheira de projetos, pela ajuda e animo;

A minha familia pelo total apoio, paciéncia e incondicional encorajamento nos
meus objetivos. A minha irma, por toda a paciéncia e ajuda nesta etapa e em
todas as outras. Aos meus pais, um enorme obrigado pelo exemplo de
determinacgao e por me terem proporcionado a oportunidade de chegar até aqui.



RESUMO

A crescente preocupacado dos consumidores por um estilo de vida saudavel é
acompanhada pela comunidade cientifica orientando a sua investigagdo em prol
de uma alimentacdo ideal que esta em constante desenvolvimento. O
enriquecimento de alimentos pode ser uma estratégia para lidar com as
deficiéncias nutricionais generalizadas ou reduzir a toma voluntaria de
suplementos. Na alimentagdo, genericamente, € evidenciada a importancia do
papel que as vitaminas e os minerais desempenham, sendo a vitamina C uma
das mais relevantes para a regulagao de algumas fungdes vitais.

A vitamina C, pode ser encontrada em suplementos ou de forma natural, no reino
vegetal. Atualmente, sdo exploradas novas fontes de vitamina C com elevado
potencial de acido ascorbico. Recentemente, o fruto camu camu (Myrciaria
dubia), com origem mais conhecida na amazénia, tem sido motivo de estudo
nomeadamente por se considerar um superalimento, muito rico em vitamina C
comparativamente com outros alimentos.

Neste trabalho, que pretende enriquecer um produto muito apreciado pelo
consumidor, o chocolate, foi desenvolvida uma formulagao para chocolate negro,
enriquecido com vitamina C, através do aditivo alimentar E300 e o superalimento
camu camu.

Este estudo encontra-se dividido em duas seccoes: | - Influéncia do processo
produtivo na degradagao de diferentes fontes de vitamina C (onde foi
determinado o teor de acido ascérbico); Il - Incorporagéo de diferentes fontes e
dosagens de vitamina C no chocolate - influéncias na qualidade do produto (onde
foram analisadas a cor, atividade da agua, atividade antioxidante, textura
(dureza), viscosidade e uma analise com consumidores de aceitabilidade e
preferéncia).

Para além do desenvolvimento do chocolate negro enriquecido com vitamina C,
foi realizado também um estagio curricular na Fabrica de Chocolates Casa
Grande cujas atividades se apresentam nesta tese, em jeito de descricdo
sumaria.

Neste estagio curricular, foram realizadas diversas atividades de cooperacéo
com os diferentes departamentos da empresa, tais como de qualidade, de
investigagcao desenvolvimento e inovagao e de produgado, as quais deram um
aporte significativo de conhecimento e pratica industrial.

Relativamente ao estudo da formulagdo de chocolate negro enriquecido, na
secgao |, conclui-se que existe uma degradagcdo de vitamina C com a
refrigeragao. Isto levou a uma redefinicdo da formulagdo com maior adi¢éo de



matérias-primas responsaveis pelo enriquecimento (E300 e camu camu). Apos
a adicao de vitamina C, de diferentes fontes e concentracdes, foram detetadas
diferengcas na qualidade do produto, nomeadamente ao nivel da atividade
antioxidante que aumenta, como esperado, € a viscosidade e dureza diminui com
o aumento do teor de vitamina C. Ja nos parametros de cor e atividade da agua,
as amostras n&o apresentam diferencgas significativas.

O estudo realizado com consumidores através do teste de aceitabilidade revelou
uma apreciagao globalmente positiva dos chocolates enriquecidos, no entanto,
os resultados demonstraram que o consumidor ndo diferencia significativamente
as formulacgdes. No teste de ranking de preferéncia, o consumidor destaca o
chocolate com adicdo de camu camu como preferido.

Com este trabalho conclui-se que o mundo do chocolate esta em constante
evolucéao e crescimento focado nas boas praticas ambientais e sociais. Destaca-
se, ainda, o camu camu como uma 6tima fonte de vitamina C para incorporagao
no chocolate.

Palavras Chave: Chocolate, Vitamina C, Superalimento, Camu camu.

Dezembro de 2019



ABSTRACT

The growing concern for a healthy lifestyle is closely followed by the scientific
community designing their research towards optimal diet developing. Food
enrichment can be a strategy for addressing nutritional deficiencies or reducing
ingestion of food supplements. Considering this, vitamins and minerals play and
important role, and Vitamin C is one of the most popular and important for the
regulation of some vital functions.

Vitamin C can be found in supplements or naturally in fruits or vegetables.
Currently, new sources of vitamin C with high potential for ascorbic acid supply
are being explored. Recently, the camu camu fruit (Myrciaria dubia), which is
better known in the Amazonian region, has been considered of special subject of
study even being considered a superfood, with a high content in vitamin C,
compared to other foods.

In this work, which aims at enriching a dark chocalate greatly appreciated by the
consumer. A new formulation for dark chocolate, enriched with vitamin C through
the food additive E300 and the superfood camu camu, was developed.

This study was divided into two sections: | - Influence of the production process
on the degradation of different sources of vitamin C (where ascorbic acid content
was determined); Il - Incorporation of different sources and content of vitamin C
in chocolate - influences on product quality (where color, water activity,
antioxidant activity, texture (hardness), viscosity and a consumer analysis of
acceptability and preference were analyzed).

In addition to the development of vitamin C enriched dark chocolate, a curricular
internship was also carried out at the Fabrica de Chocolates Casa Grande. A
brief description of the internship activities are also presented in this thesis.

In this internship, several activities were carried out within the different
departments of the company, such as Quality Control Department; Research,
Development and Innovation department and at the production plant, which
provided a significant contribution for knowledge and industrial practice.

Regarding the study on the formulation of enriched dark chocolate, in section |, it
was very feed a vitamin C content degradation within the refrigeration steps of
chocolate producing process. This observation led to a redefinition of the
formulation, increasing content of E300 and camu camu in the ingredients mixing
step. After the addition of vitamin C from different sources and concentration,
differences in products quality were detected, namely, increase in antioxidant
activity, as expected, and viscosity and hardness decrease with increasing



vitamin C content. The color parameters and water activity of the samples do not
present significant differences.

The consumer study through acceptability test revealed an overall positive
appreciation of the enriched chocolates. However, results show that consumers
do not significantly differentiate formulations. Nevertheless, preference ranking
test revealed that the chocolate with added camu camu was the favorite one.

From this work it can be concluded that camu camu stands out as a great source
of vitamin C for incorporation in chocolate. Also, the chocolate industry is
constantly evolving and growing focused on good nutritional development
practices and therefore social concerns.

Keywords: Chocolate, Vitamin C, Superfood, Camu camu.

Dezembro de 2019
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1. Introducao
1.1. Enquadramento

As tendéncias socioecondémicas e distribuicido demografica apontam para a
necessidade de alimentos declaradamente com beneficios adicionais a saude.
Um aumento na esperanca média de vida, resultando num aumento do numero
de idosos e o desejo de melhorar a qualidade de vida sao as ansias da sociedade
(Corder, 2010).

Existe uma preocupagao crescente dos consumidores com o estilo de vida
saudavel e nutritivo, levando a uma abordagem cientifica para uma nutricao ideal
em constante desenvolvimento, resultando num grande numero de produtos
alimentares funcionais introduzidos no mercado (Bel et al., 2012).

Num contexto de estilo de vida saudavel, as vitaminas constituem um grupo de
micronutrientes essenciais para a manutengao da saude do organismo, sendo a
vitamina C, um micronutriente essencial na dieta humana (Spinola, 2011).

O chocolate € um dos produtos alimentares mais apreciados no mundo, e este
sucesso esta associado ao seu sabor ou a sensagao de prazer que O seu
consumo proporciona (Afoakwa, 2010).

Neste seguimento, o trabalho apresentado subdivide-se em duas secgdes. A
primeira refere-se a apresentacao de um estudo sobre a possibilidade e efeito
do enriquecimento de um chocolate negro com diferentes fontes e dosagens de
vitamina C a segunda consiste na descricdo das atividades desenvolvidas no
decorrer do estagio curricular na Fabrica de Chocolates Casa Grande.



1.2. O chocolate, o produto, a producio e inovagao

A histdrica do chocolate é rica e amplamente reportada na literatura. O cultivo da
planta originaria do cacau, o cacaueiro (Theobroma Cacao), esta relacionada ao
povo maia, sendo as primeiras plantagdes associadas a 400 dC. (Komatsu &
Misaki, 2004). Foi Cristovao Colombo que descobriu, nas Honduras, a planta do
cacau, mas apenas o espanhol Cortés, trouxe as sementes para a Europa em
1520. Os graos de cacau eram considerados tao valiosos que eram usados como
moeda e guardados em cofres, juntamente com ouro e pedras preciosas
(Beckett, 2008).

Os primeiros relatos do consumo de cacau comecou através de uma bebida
conhecida pelo chocolatl em 1657, onde os gréos de cacau secos eram moidos
e dissolvidos em agua, com canela e pimenta para aumentar o sabor que era
amargo e forte (Komatsu & Misaki, 2004).

Beckett (2008) relata que apos a adi¢ao de leite em 1727, redugé&o da gordura
do cacau em 1828, e misturando com agucar, manteiga de cacau e alguns graos
de cacau obteve-se o0 chocolate com as caracteristicas reconhecidas
atualmente. S6 no ano de 1847 & que foi criada a primeira fabrica de chocolate
em Bristol, Inglaterra. E a partir daqui a produgao de chocolate ndo parou.

Segundo o Eurostat, o maior produtor europeu atual de chocolate é a Alemanha
com 1,3mil milhdes de toneladas, seguido da Italia e Franga com 0,7 e 0,4 mil
milhdes de toneladas no ano de 2017 (Figura 1).

Os maiores produtores de chocolate Europeus
Chocolate produzido na EU em 2017 (MilhGes de toneladas)*

oo 1 |/
Pais Baixos — _ 0.4m
=
Reino Unido E.Eg." - 0.3m
Bélgica I ’ - 0.3m

Polénia . 0.2m

Espanha

@ @ @ *Excluindo o chocolate usado na produgdo industrial

dStatistaCharts Fonte: Eurostat statista 5
Figura 1_ Maiores produtores de chocolate na europa. Adaptado de Statista (2019a)



Foi publicada pela Candy Industry uma lista das 10 maiores empresas do mundo
(classificadas através das vendas liquidas) em 2018. Essa lista (Figura 2) indica
que a maior empresa que vende chocolates no mundo é a Mars Wrigley
Confectionery faturando 18 000 milhdes US$, seguida da Ferrero Group e
Mondeléz International com 12 390 e 11 792 milhées US$, respetivamente (ICO,
2019).

Empresa Vendas Liquidas 2018 (milhdes USS)
Mars Wrigley Confectionery, division of Mars Inc {USA) 18,000
Ferrero Group (Luxembourg / ltaly} 12,380
Mondeldz International {LSA) 11,792
Meiji Co Ltd (Japan) 9662
Hershey Co (LUSA) 7779
Mestlé SA (Switzerland) 6,135
Chocoladenfabriken Lindt & Spriingli AG (Switzerland) 4,374
Ezaki Glico Co Ltd (Japan) 3,327
Pladis (UK) 2,818
Kellogg Co (USA) 1,890

Referencia:
Candy Industry, January 2019

Figura 2_ Empresas com maiores vendas de chocolate em 2018. Adaptado de Candy Industry, January
2019 (ICO, 2019).

Em 2019, estima-se que o consumo total devera atingir 7,7 milhdes de toneladas.
O motor do crescimento nos Gltimos anos tem estado na regido Asia-Pacifico.
Em 2017 o pais com maior consumo de chocolate no mundo foi Suiga com 8,8
kg/pessoa seguido da Australia e Alemanha com 8,1 kg e 7,9 kg/pessoa,
respetivamente (Statista, 2019b).

Em Portugal, segundo o INE em 2016 produziram-se 15 260 toneladas de
chocolates, valor diminuto relativamente a 2015 no qual foram produzidas 26 635
toneladas (INE, 2017).

Dados néo relacionaveis com o numero de empresas de fabrico de chocolate e
produtos de confeitaria. Estes tém uma relacdo positiva ao longo dos anos
(Figura 3). De 2008 a 2016 houve um aumento de 30 empresas fundadas em
Portugal (Statista, 2019a).
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Figura 3_ Numero de empresas portuguesas produtoras de chocolate e produtos de confeitaria. Adaptado
de Statista 2019

No entanto este crescimento industrial € também acompanhado de alguns
problemas nomeadamente: os ambientais, a pobreza dos produtores e o
trabalho infantil que ainda perduram neste setor.

Problematicas assinaladas pela World Cocoa Fundation que tem por visdo um
setor de cacau sustentavel e préspero - onde os agricultores prosperam,
comunidades de cultivo de cacau estao habilitadas, os direitos humanos s&o
respeitados e o ambiente é preservado.

A desflorestagdo, as mudangas climaticas e a escassez de agua sado os
principais problemas ambientais de primeiro impacto para a produg¢ao de cacau.
Para além desta, estima-se que mais de dois tercos dos produtores de cacau
vivem abaixo da linha da pobreza em alguns paises africanos. Praticas agricolas
desatualizadas levam a baixa produtividade, a monocultura e a flutuagcao de
precos no mercado global e estao entre os fatores que impedem que essas
familias quebrem o ciclo da pobreza. Segundo a Organizagao Internacional do
trabalho (OIT), estima-se que 2,1 milhdes de criangas trabalhem em fazendas
familiares de cacau na Costa do Marfim e no Gana (WCF, 2019).

Programas e medidas como os mencionados a seguir, tentam combater as
problematicas anteriormente descritas:

e UTZ: programa de certificacao para a agricultura sustentavel de café,
cha, cacau e avelas que objetiva criar um futuro melhor para as
pessoas e a natureza (UTZ, 2019).

e Cocoa Horizons: programa voltado para o impacto, focado na
prosperidade dos produtores de cacau e ajudando a construir



comunidades agricolas autossustentaveis que protegem a natureza
e as criangas (Cocoa, 2019).

e Cocoa Life: programa global de sustentabilidade do cacau da
Mondeléz International. Trés areas de atuagao: o cultivo do cacau
como um negocio prospero; comunidades de cacau capacitadas e
inclusivas; conservacédo e restauragao de florestas (International,
2019).

Neste trabalho, como obijetivo geral, foi definido o estudo sobre a possibilidade
de enriquecimento de um produto muito apreciado pelo consumidor, o chocolate
com vitamina C, e este foi despoletado apds realizagdo do estagio curricular na
Fabrica de Chocolates Casa Grande.

Especificamente, € objetivo deste estudo o desenvolvimento de um chocolate
negro enriquecido com vitamina C, através do aditivo alimentar E300 e de um
superalimento camu camu com diferentes dosagens de modo a permitir
alegacgdes nutricionais nacionais e outras permitidas pela Unido Europeia.

O projeto desenvolvido encontra-se dividido em duas seccgdes: | - Influéncia do
processo produtivo na degradagao de diferentes fontes de vitamina C (onde foi
determinado o teor de acido ascérbico); Il - Incorporagéo de diferentes fontes e
dosagens de vitamina C no chocolate - influéncias na qualidade do produto (onde
foram analisadas a cor, atividade da agua, atividade antioxidante, textura
(dureza), viscosidade e uma analise com consumidores de aceitabilidade e
preferéncia).

No estagio curricular, foram realizadas diversas atividades de cooperagao com
os diferentes departamentos da empresa, tais como de investigagcédo
desenvolvimento e inovacao, qualidade e producdo, as quais deram um aporte
significativo de conhecimento e pratica industrial.



2. Desenvolvimento de um chocolate enriquecido com
vitamina C (E300 e Myrciaria dubia) - efeito na qualidade
do produto e aceitabilidade



2.1. Reviséao bibliografica

Atualmente as tendéncias do consumo alimentar tém revelado uma maior
procura de produtos que proporcionam beneficios funcionais para a saude e o
bem-estar (Glaberson, 2010).

Este tipo de produto alimentar € denominado “alimento funcional” e assim
considerado alimento consumido como parte de uma dieta regular, que contém
compostos biologicamente ativos que proporcionam uma fung&o adicional
benéfica de prevencao de doenga e promogdo da saude (redugao do risco de
doencgas e/ou melhoria do bem-estar fisico e mental do consumidor), para além
das fungdes de nutricdo basica e sensorial (EUFIC, 2006).

2.1.1. O chocolate

Segundo Afoakwa (2010) o chocolate € um dos produtos alimentares mais
apreciados no mundo e este sucesso esta relacionado com o seu sabor e muitas
vezes associado a sensacao de prazer que O Seu CONsSUMO proporciona
(Afoakwa, 2010). O chocolate é obtido a partir da mistura de massa de cacau
com agucar, manteiga de cacau, aromatizantes e emulsionantes que dao origem
a um produto homogéneo. E um alimento essencialmente energético, com
calorias provenientes da manteiga de cacau e do agucar. Na formulacdo do
chocolate normalmente estdo presentes: cerca de 55-60% de hidratos de
carbono, 30% de lipidos, 11% de proteina, 2% de cinzas (minerais) (Bueno,
2017). As composicdes poderao variar por todo 0 mundo devido a proveniéncia
das matérias-primas, tipos de processamento e legislagdo. Para além da
composicao base, outros constituintes podem estar presentes, por exemplo
compostos fenodlicos que apresentam atividade antioxidante associada a
beneficios a saude. Dos diversos efeitos benéficos dos compostos fendlicos do
chocolate estdo a diminuigdo dos niveis de pressao arterial, o aumento da
sensibilidade a insulina e diminuigdo da ativacdo das plaquetas sanguineas
(Afoakwa, 2010).

2.1.2. A tendéncia do consumidor

Os consumidores tendencialmente procuram uma nutricao ideal em busca de um
estilo de vida saudavel. Cientificamente, a investigagao tem aumentado neste
setor tendo ja conseguido obter varios produtos e introduzi-los no mercado (Bel
et al.,, 2012). O enriquecimento de alimentos com nutrientes pode ser uma
estratégia para lidar com as deficiéncias nutricionais generalizadas, em contraste
com as tentativas de mudar escolhas alimentares dos individuos ou depender da
toma voluntaria de suplementos (Rafferty, Walters, & Heaney, 2007).



Quando é abordado o tema de prevencgao de doengas e promogao da saude em
geral é evidenciado a importancia do papel que as vitaminas e os minerais
desempenham (FAO, 2001).

2.1.3. Vitaminas: Acido Ascorbico

As vitaminas constituem um grupo de micronutrientes essenciais para a
manutengdo da saude no organismo. Nao representam uma fonte de energia,
mas participam numa série de processos metabdlicos relevantes. A vitamina C
€ uma das vitaminas mais importantes na preservagao da saude humana pois
desempenha inumeras fungdes bioquimicas. Provavelmente, o papel mais
reconhecido da vitamina C ou acido L-ascérbico (L-AA) é na prevengéao de gripes
e resfriados (Spinola, 2011).

O acido ascdérbico é um composto hidrossoluvel que corresponde a uma forma
oxidada da glicose. Nao pode ser sintetizado por seres humanos e primatas. A
vitamina C ingerida na alimentacdo €& absorvida rapidamente no trato
gastrointestinal (Vannucchi & Rocha, 2012).

Os beneficios de uma dieta rica em vitamina C sdo bem reconhecidos, até
porque existe 15 alegagdes nutricionais permitidas pela EU (Apéndice 1X) onde
a vitamina C, dentro da sua categoria, € a que tem o maior numero de alegacoes
aprovadas (EFSA, 2006). As alegacoes referem que a vitamina C contribui para:

e metabolismo normal de produgéo de energia, redugcédo do cansago e
fadiga;

e manter a fungdo normal do sistema imunolégico durante e apdés o
exercicio fisico intenso;

e formag&o normal de colagénio para o funcionamento normal dos
vasos sanguineos, 0ssos, gengivas, pele, dentes e cartilagem;

e funcionamento normal do sistema nervoso;

e fungao psicologica normal;

e funcionamento normal do sistema imunoldgico;

e protecdo das células contra o stress oxidativo;

e regeneracao da forma reduzida da vitamina E;

e aumento da absorcao de ferro.

Estas alegagbes s6 sdo permitidas caso o produto alimentar contenha uma
determinada dose de vitamina C estabelecida no Regulamento n.° 1924/2006.
Este harmoniza as disposi¢des legislativas, regulamentares e administrativas em
matéria de alegacbes nutricionais e de saude, a fim de garantir um
funcionamento eficaz, assegurando um elevado nivel de protecdo dos
consumidores. A Tabela 1, representa o aporte nutricional associado a cada tipo
de alegacgdes e cuja ostentagao obriga a cumprir.



Tabela 1_ Quantidade de vitamina C necessaria para cumprir alegagdes (Conselho da Unido Europeia,
2006)

Tipo de alegacgdes Quantidade de vitamina C minima
Fonte de vitamina C 12 mg/100 g
Rico em vitamina C 24 mg/100 g
Dose diaria recomendada de vitamina C | 80 mg

Um fornecimento adequado de vitamina C na dieta diaria nao é dificil de se obter,
pois o acido ascorbico encontra-se amplamente distribuido, naturalmente ou em
forma sintética. Ambas sdo quimicamente idénticas e possuem a mesma
atividade biolégica e biodisponibilidade.

Naturalmente a vitamina C esta presente em muitas espécies do reino vegetal:
frutas (goiaba, lim&o, maracuja) e legumes (brécolos, salsa). Mais de 90% da
vitamina C consumida na dieta humana é fornecida por estes dois grupos de
alimentos. A concentracado estimada de vitamina C nos alimentos é afetada por
diversos fatores: estacdo do ano, condicbes de pods-colheita, estado de
maturacao e tempo de armazenamento (Spinola, 2011).

Segundo o Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge (INSA), existem
diversos alimentos com teores de vitamina C, os mais concentrados (com teor
mais elevado de 80 mg/100 g) sdo apresentados na Tabela 2 (INSA, 2015).

Tabela 2_ Alimentos com concentragdo de vitamina C superior a 80 mg/100 g (INSA, 2015).

Alimento Teor de vitamina C, em mg, por 100 g

de alimento
Salsa fresca 220
Couve galega crua 148
Couve de Bruxelas crua 115
Pimento grelhado 108
Couve portuguesa crua 90
Pimento cru 90
Grelos de nabo crus 84
Cravinho 81

A salsa fresca, tipicamente portuguesa, é o alimento descrito pelo INSA com
maior teor de vitamina C, contendo cerca de 220 mg/100 g, seguidos da couve
galega e couve de Bruxelas que contém teores de 148 e 115 mg/100 g,
respetivamente.

Apesar destes valores existem outras fontes vegetais com teores de vitamina C
mais elevados. Segundo a Tabela de Composi¢céo Alimentar Brasileira (TACO),
existem outros alimentos com teores de vitamina C mais elevados (NEPA -



UNICAMP, 2011). Na Tabela 3 resumem-se alguns dos alimentos cujos teor de
vitamina C s&o superiores a 80 mg/100 g.

Tabela 3_ Alimentos com concentragdo de vitamina C superiores a 80 mg/100 g (NEPA,2011).

Alimento  Teor de vitamina C, em mg, por
100 g de alimento

Acerola, crua 9414

Caju, cru 219,3

Pimentao, amarelo, cru 2014
Pimentao, vermelho, cru 158,2
Mexerica, Rio, crua 112,0
Pimentao, verde, cru 100,2
Goiaba, branca, crua 99,2
Couve, manteiga, crua 96,7
Laranja, baia, sumo 94,5
Maméao, Papaia, cru 82,2
Goiaba, vermelha, crua 80,6

Nos dados fornecidos pela TACO (Tabela 3), a acerola é destacada uma vez
que possui uma concentragao de 941,4 mg/100 g, quatro vezes maior que a
salsa.

Grigio (2017), relata a riqueza e variedade dos frutos amazoénicos, bem como o
seu sabor exotico. Além da procura crescente por novos sabores, 0s
consumidores cada vez mais optam por produtos naturais, saudaveis e
principalmente com composi¢ao rica em biomoléculas, que os valorizam no
contexto atual. Mais recentemente, intitulados “superalimentos” estes sao
definidos como um alimento rico em bioativos (Daugherty, 2011).

Diversas espécies hortofruticolas da Amazoénia e pouco difundidas tém vindo a
suscitar muito interesse entre a comunidade cientifica que tem vindo a investigar
novas aplicagdes alternativas alinhadas com as tendéncias de mercado.

2.1.4. Camu camu

O camu camu é considerado um destes “superalimentos”. E um potencial
alimento funcional, devido ao seu teor de vitamina C e é expectavel que este
seja o fruto com maior potencial em acido ascorbico na atualidade (Grigio, 2017)

L1

Camu camu (Myrciaria dubia), também conhecido como “araga”, “cagari”, “sarao”
e “socord”, € uma espécie silvestre pertencente a familia dos Myraceae. Nos
ultimos anos, esta fruta tem sido o foco de varios estudos devido ao seu alto teor
de vitamina C e potencial antioxidante (Cunha-Santos, Vigand, & Neves, 2019)
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Relativamente ao seu teor de vitamina C, existem diversos estudos que
descrevem a sua composigado. Cunha-Santos et al. (2019), relata que o teor de
vitamina C na casca e polpa do camu camu provenientes de diversos paises
varia com a origem. A concentracdo de vitamina C na polpa € a mais elevada
variando entre 12 e 38 g/ 100 g de peso seco e nacascade 5a 17 g/ 100 g de
peso seco.

O camu camu, é utilizado na preparagcdo de polpas de frutas congeladas,
sorvetes, licores, geleias e como ingrediente para o enriquecimento de outros
produtos (Fujita, Borges, Correia, Franco, & Genovese, 2013). Na industria
farmacéutica é utilizada na producao de cosmeéticos devido ao alto teor de
vitamina C e outras substancias antioxidantes, como polifendis (Spinola,
Mendes, Camara, & Castilho, 2013).

2.1.5. Acompanhamento e validacao de novos produtos

Atualmente existe uma crescente procura de alimentos saudaveis e nutritivos, tal
como referido anteriormente. Como tal, o desenvolvimento de novos produtos &
acompanhado de uma monitorizagado de parametros que validam as alegag¢des
nutricionais, nomeadamente a determinagao de atividade antioxidante, cujos
teores podem estar altamente correlacionados com o teor de vitamina C.

O cacau, ingrediente essencial na elaboragédo de chocolates, € uma fonte com
grande capacidade antioxidante. Atualmente existe grande interesse no estudo
dos antioxidantes devido, principalmente, as descobertas sobre o efeito benéfico
no organismo. O radical organico DPPH tem sido amplamente utilizado em
estudos para a determinacao da atividade antioxidante (Salvador, 2011).

Para a determinagao da vitamina C, varios métodos analiticos sdo reportados na
literatura cientifica. Procedimentos que englobam titulagbes, métodos
espectrofotométricos, fluorométricos, enzimaticos, bem como métodos
cromatograficos (Spinola et al., 2013). A utilizagdo da técnica de titulagdo por
iodometria € bastamente utilizada por ser uma reagao rapida que ocorre num
meio acido para determinar a concentragdo de acido ascorbico nos alimentos
naturais ou enriquecidos. Este método & baseado na oxidagdo do acido
ascorbico pelo iodeto de potassio (Instituto Adolfo Lutz, 2008).

As formulacdes estudadas sao constantemente monitorizadas por parametros
como a atividade da agua, cor, dureza, comportamento reoldgico e ainda estudos
com consumidores (aceitabilidade e preferéncia).

A atividade da agua € uma propriedade importante nos alimentos. Muitas das
reagcdes quimicas e atividade microbiologica s&o controladas diretamente pela
atividade da agua (Sahin, Serpil ; Sumnu, 2006). A maioria das bactérias e dos
microrganismos nao se desenvolvem com um valor de Aw menor que 0,86
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(Braga, 2015). O valor da atividade da agua expectavel para um chocolate varia
entre 0,5 e 0,6 (Da Silva Lannes, 1997).

A cor dos alimentos é um fator critico para a aceitabilidade do produto por parte
do consumidor (Toker et al., 2018). Definida como uma percegao visual quando
submetida a reflexdo da luz com um objeto, a cor, pode ser descrita através do
espaco CIELAB. Neste, a cor é tragada por um diagrama tridimensional com
parametros de luminosidade, L* (de branco (+) a preto (-)), cromaticidade, a* (de
vermelho (+) a verde (-)) e b* (de amarelo (+) a azul (-)). Para além destas,
podem também ser consideradas a saturacdo (c*) e a tonalidade (h*) (Nacano,
2013).

As propriedades fisicas, comportamento reoldgico, textura e viscosidade, e
percecao sensorial do chocolate estdo muito relacionadas com as técnicas de
processamento, distribuicdo granulométrica, tamanho das particula e
composicao dos ingredientes. Estes devem ser manipulados de forma a otimizar
as suas propriedades fisicas, comportamento reoldgico e atributos sensoriais e
por consequéncia a percetibilidade ao ser degustado (Afoakwa, Paterson,
Fowler, & Vieira, 2009)(Andrae Nightingale , Lee, 2009).

A definicdo de textura aponta dois elementos importantes: a estrutura fisica do
produto e a maneira como esta € sentido na boca. As caracteristicas da textura
podem ser subdivididas em diversos grupos, sendo um destes a dureza. (Da
Silva Lannes, 1997). A dureza é um dos fatores mais importantes na definicdo
das propriedades fisicas do chocolate. E determinada através da medi¢do da
intensidade da forga necessaria para o chocolate ser esmagado. A dureza
depende do refinamento de particulas sélidas, assim como a sua distribuigao por
tamanho. A textura do chocolate esta ligada as propriedades sensoriais, pois
constituem um fator crucial na determinacado de aceitabilidade do produto por
parte dos consumidores (Zari¢ et al., 2012)

Para além da dureza, outras sensacdes de boca do chocolate sdo relevantes
como por exemplo a viscosidade, muitas vezes relacionada com a suavidade do
chocolate. Mais, em termos industriais € importante conhecer o comportamento
do escoamento deste fluido para otimizagdo do processo, nomeadamente nas
fases de temperagem e moldagem. A espalhabilidade € muito importante para o
trabalho dos operadores e consequentemente na aparéncia do produto final
(Afoakwa, Paterson, Fowler, & Vieira, 2008).

Sendo o chocolate uma suspensao de particulas solidas num sistema de
gordura, este fluido é caracterizado como ndo newtoniano com resisténcia inicial
(Keogh, Murray, & O’Kennedy, 2003). Este comportamento reoldgico pode ser
descrito através de modelos matematicos como o de Bingham, Hersche-Bulkey
e Casson (Tabela 4) (Sokmen & Gunes, 2006).
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Tabela 4_ Equacdes referentos aos modelos matematicos: Bingham, Hersche-Bulkey e Cason. (Adaptado

de Afoakwa, Paterson, Fowler, & Vieira, 2008)

Modelos

Equacéo:

Herschel-Bulkley

T =10+ 1y (3)"

Casson

VT =V7Tca+ Vlca V7Y

Bingham

"[B:TO—I—;-',B.'}.J

T=18=Tca= Iensao de cisalhamento (Pa); 1o = Tensao residual (Pa);y =
Taxa de deformagéo (s™); ne = nei = nca = Viscosidade plastica (Pa.s); y =
Taxa de deformacéo (s™'); n = indice de viscosidade

13




2.2. Materiais e métodos

Neste capitulo descreve-se o processo produtivo do chocolate, nomeadamente
as matérias-primas utilizadas, o processo de producéo, o teste de aceitabilidade
e preferéncia, assim como todos os métodos analiticos aplicados ao chocolate e
matérias-primas, bem como as metodologias de avaliagdo nutricional e
propriedades fisicas.

2.2.1. Producao de chocolates

Para o estudo de enriquecimento do chocolate com vitamina C foram usadas
pepitas de chocolate negro da marca RENO 72%, lote 18190431 com a seguinte
constituigdo: pasta de cacau, agucar, manteiga de cacau, emulsionante (lecitina
de soja), extrato natural de baunilha. Foi adquirido na pastelaria/chocolataria: O
Croissanteiro em Santo Tirso, Porto, Portugal.

O enriguecimento do chocolate foi conseguido através do camu camu e do E300.
Camu camu (Myrciaria dubia) foi adquirido na BioSamara Ibéria, sendo o
premium o escolhido de entre as categorias existentes devido ao seu maior teor
em vitamina C. A ficha técnica é apresentada no anexo I. O Aditivo Alimentar,
E300 (acido ascorbico) utilizado foi fornecido pela Formulab, com o lote:
11501222.

O fluxograma do processo € apresentado na Figura 4. Este inicia-se com a
pesagem das pepitas de chocolate, numa balanga digital, posteriormente estas
sao derretidas em banho-maria a 35 °C. Adicionam-se as diferentes dosagens e
tipos de vitamina C a massa de chocolate a 33 + 2 °C. As massas de chocolate
obtidas sédo temperadas em dois estagios (35 °C, 29 °C). Segue-se 0 processo
de moldagem. Este € sujeito a uma pequena vibragao para remogao de possiveis
bolhas de ar. Na fase |, o processo de refrigeragao é realizado a 8 °C por 20 min,
sendo que na fase Il, a 12 °C por 7 min. As amostras s&do armazenadas a
temperatura ambiente, mantidas ao abrigo da luz e do calor.

As amostras de chocolate obtidas foram codificadas conforme indicado na
Tabela 5.
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Figura 4_ Fluxograma do processo produtivo de chocolate com vitamina C.




Tabela 5_ Codificagdo das amostras segundo o teor de vitamina C.

Codigo  Amostras

C72 | Controlo

EF Chocolate com adi¢cao de E300 para alegacgao de fonte de vitamina C (12 mg /
100 g).

ER Chocolate com adigdo de E300 para alegacao de rico em vitamina C (24 mg /
100 g).

ED Chocolate com adi¢ao de E300 para alegagao de dose diaria recomendada de
vitamina C (80 mg / 100 g).

CF Chocolate com adi¢gdo de camu camu para alegagao de fonte de vitamina C
(12 mg/ 100 g).

CR Chocolate com adicdo de camu camu para alegagao de rico em vitamina C
(24 mg /100 g).

CD Chocolate com adi¢ao de camu camu para alegacao de dose diaria
recomendada de vitamina C (80 mg / 100 g).

2.2.2. Métodos analiticos

2.2.2.1. Determinacao da vitamina C

A determinacao da vitamina C foi realizada por titulacido iodométrica baseada
nos métodos quimicos e fisicos para analise de alimentos do Instituto Adolfo Lutz
(Instituto Adolfo Lutz, 2008). Este método baseia-se na oxidagdo do acido
ascorbico pelo iodato de potassio. O extrato € obtido através da trituracdo e
homogeneizagdo de 5g de chocolate em 50 mL de agua desionizada. Apds
filtracdo por gravidade adicionam-se 10 mL de solu¢do acido sulfurico (20%),
1mL de solugéo de iodeto de potassio (10%) e 1 mL de solugédo de amido (1%).
Ap0s este processo foi efetuada a titulagado iodométrica com o iodato de potassio
(0,002 M) até coloragéo azul. O branco foi realizado substituindo o extrato por
agua. Todas as analises foram realizadas em triplicado. Os resultados séo
expressos em mg de vitamina C por 100 g de chocolate.

2.2.2.2. Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante foi determinada recorrendo ao método de captacao do
radical livre estavel 2,2-difenil-1-picrilhidrazil, comumente designado por DPPH.
Os extratos foram preparados de acordo com Salvador (2011), para tal foram
pesado 2,0 g de chocolate triturado, adicionado 20 mL de solugdo de metanol:
agua (80:20 v/v). Apés homogeneizagao foi colocado num banho de ultrassom
durante 20 min e posteriormente centrifugado a 12000 x g durante 5 minutos. Na
determinagdo da atividade antioxidante foram adicionados 2,7 mL de DPPH a
0,3 mL de cada extrato com 3 diluicdes (1/25, 1/50, 1/100). Como controlo
negativo, foi substituido o volume do extrato por igual de solvente. O branco foi
realizado através da substituicdo da solugdo de DPPH por igual volume do
extrato. As amostras permaneceram no escuro por 30 min e foi realizada a leitura
a 515 nm. Os resultados foram expressos em ECso, representando a
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concentracio de extrato necessaria para uma redugao de 50 % da concentragcao
inicial de DPPH expresso em mg /mL.

2.2.2.3. Atividade da agua

A determinacgao da atividade da agua (aw) foi realizada na amostra recorrendo a
um medidor portatil Pawkit (Decagon, EUA). A analise foi realizada em triplicado
a uma temperatura média de 20 + 1°C.

2.2.2.4. Cor

Para a determinagao da cor utilizou-se um colorimetro Minolta CR-300 (Konica
Minolta, USA) utilizando o sistema CIE L* a* b*, sendo L*, o parametro de
luminosidade (de O - preto a 100 - branco), a*, representa a variagdo no eixo
verde/vermelho e b*, a variagdo no eixo azul amarelo. Previamente a
determinacédo da cor das amostras, procedeu-se a calibracdo do colorimetro.
Realizou-se a avaliacdo dos parametros de cor nas amostras, posicionando-se
o medidor no centro das mesmas e registando os valores (L* a* b*) obtidos. Para
cada tipo de amostra foram efetuadas dez leituras. Através dos valores obtidos,
determinou-se os parametros da escala C*, grau de pureza da cor relativamente
a mistura com cinza (saturagao), obtido através da equagao: C*=[(a*)? + (b*)?]"?
e h*, a tonalidade, obtida através da equacgéao: arctang (b*/a*) (Cie, 2004).

2.2.2.5. Textura

A textura € uma das caracteristicas de qualidade mais importantes dos
alimentos. A dureza é um dos parametros da analise da textura e é definida como
a forga maxima durante o ciclo de compressao (Sahin, Serpil ; Sumnu, 2006).
Para a analise da dureza, das diferentes amostras foi utilizado um texturémetro
(Texturometro TA.XT. plus) equipado com uma célula de carga de 5 Kg e uma
sonda cilindrica P/2, em acgo inoxidavel e realizado teste em compresséo. A
velocidade de pré e pos-teste foi de 2 mm/s; a distancia percorrida pela sonda
foi de 2 mm, iniciando a partir de uma for¢ca de 0,04903 N. As amostras de
chocolate foram moldadas em pequenas pastilhas redondas de espessura de
aproximadamente 5 mm. A disposicdo das amostras manteve-se constante ao
longo de todas as analises. Na analise da dureza foram usados 5 provetes para
cada amostra analisada. Os resultados sdo expressos em Newton.

2.2.2.6. Viscosidade

O chocolate caracteriza-se como fluido ndo newtoniano com resisténcia inicial
(Keogh et al., 2003). Este comportamento pode ser descrito através de modelos
matematicos como o de Bingham, Hersche-Bulkey e Casson (Sokmen & Gunes,
2006). Neste trabalho foi utilizado o reémetro HAAKE PK 100 D, Alemanha,
segundo as recomendagdes da International Office of Cocoa and Chocolate. O
acessorio utilizado foi C35/1 Ti polido (geometria cone placa) com as seguintes
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condigdes: taxa de corte controlada 65 1/s durante 60 s a 40 °C em trés etapas
com as caracteristicas de 65 1/s até 2 1/s por 180 s a 40 °C. A distancia de
separagao entre a placa superior (rotacional) e a inferior (fixa) € conhecida como
“‘gap” e foi ajustada para 0,024 mm. As amostras foram derretidas em banho-
maria a 40 °C para posterior analise. A quantidade de amostra colocada sobre a
placa fixa do equipamento foi suficiente para cobrir uma area de
aproximadamente 2 cm?, suficiente para preencher o espago entre as placas.
Foram realizadas 5 repeticbes a cada ensaio. Os dados experimentais obtidos
foram ajustados aos modelos reoldgicos matematicos Bingham, Hersche-Bulkey
e Casson.

2.2.2.7. Estudo com consumidores e teste de aceitabilidade

Foram realizados testes de aceitabilidade para os chocolates produzidos com
diferentes fontes de vitamina C. Um total de 63 consumidores, alunos e
funcionarios da Escola Superior de Tecnologia e Gestao do Instituto Politécnico
de Viana do Castelo. Cada consumidor recebeu 3 amostras de chocolates (C72,
ED e CD), codificadas com trés algarismos aleatérios. A aceitabilidade do
chocolate foi avaliada, usando uma escala hedonica de 9 pontos (1 -
extremamente desagradavel a 9 - extremamente agradavel) (Peryam & Pilgrim,
1957). Em simultdneo com o teste de aceitabilidade, os consumidores
responderam a um pequeno questionario para caraterizagdo sociodemografica.
A ficha de prova encontra-se no Apéndice I.

2.2.2.8. Teste de ranking de preferéncia

Foram realizados testes de ranking de preferéncia para os chocolates
produzidos com diferentes fontes de vitamina C. Cada consumidor recebeu 3
chocolates (C72, ED e CD) codificados com trés algarismos aleatérios e com a
indicagdo da lista de ingredientes. A cada consumidor foi solicitado que
colocasse as 3 amostras por ordem de preferéncia. A ficha de prova encontra-
se no Apéndice Il.

2.2.2.9. Analise estatistica

Os resultados foram analisados recorrendo a diferentes ferramentas estatisticas.
Para estudar as diferencas entre formulacdes testadas, foi realizado uma analise
de variancia (oneway ANOVA) e post hoc teste de Tukey. Consideraram-se
diferencgas estatisticamente significativas para um intervalo de confianga de 95%,
p<0,05. Foi também realizada uma analise de componentes principais (ACP)
para determinar correlagbées entre os parametros analisados (cor, atividade da
agua, textura, viscosidade, atividade antioxidante). A analise estatistica foi
realizada recorrendo ao software STATISTICA v 7.0. No estudo de aceitabilidade
foi também usada a analise de variancia (oneway ANOVA), recorrendo ao
software STATISTICA v 7.0 e ainda realizada analise multipla de
correspondéncia (AC) recorrendo ao software R. Relativamente aos dados do

18



teste de preferéncia foram analisados segundo a ISO 8587-2006, tendo sido
aplicado o teste de Friedman para dados n&o paramétricos e determinado o LSD
rank, no caso do teste anterior revelar diferengas estatisticamente significativas.
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2.3. Discussao de resultados

O trabalho exposto tem por objetivo a obtengdo de um chocolate enriquecido
com vitamina C. Para tal, foi desenvolvido um estudo que se divide em duas
fases: | - Influéncia do processo produtivo na degradacgao de diferentes fontes de
vitamina C; Il - Incorporagao de diferentes fontes e dosagens de vitamina C no
chocolate - influéncias na qualidade do produto e aceitabilidade.

2.3.1. |- Influéncia do processo produtivo na degradacgao de diferentes
fontes de vitamina C

Nesta fase, foram estudadas diferentes formulagdes de chocolate enriquecidas
com vitamina C de diferentes fontes, nomeadamente E300 e camu camu. Para
tal, foi determinada a concentragao de vitamina C nas diferentes matérias-primas
usadas: Chocolate negro 72%, E300 e camu camu, cuja média e respetivo
desvio padrao sao representados no Grafico 1.

99,70+0,14
g/ 100g
100 -
80
60
40
15,87 + 0,05
20 g/ 100g
. 3,2+0,3
mg /100g
0
E300 CamuCamu C72

Gréfico 1_ Concentragdes de vitamina C nas matérias-primas.

Tal como esperado, foi detetado vitamina C em todas as matérias-primas,
incluindo no chocolate usado.

O chocolate (72% cacau) usado neste estudo foi analisado e apresentou uma
concentragéo de vitamina C média de 3,2 + 0,3 mg por 100 g de produto. Este
valor é proximo do apresentado pela TACO, 2,1 mg/100 g (NEPA - UNICAMP,
2011), mesmo assim é de senso comum que a composi¢cao exata do chocolate
varia em todo o mundo (Martini, Conte, & Tagliazucchi, 2018).

A concentragdo do E300 foi de 99,70 £ 0,14 g/100 g a qual condiz com a
informagéo prestada no rétulo (pureza = 99%). Relativamente ao camu camu
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premium, a concentragdo detetada foi de 15,87 + 0,05 g/100 g, a qual é
aproximada com a prestada no rétulo (16 g/100 g).

As formulagdes de chocolate com diferentes fontes e teores de vitamina C foram
processadas segundo os procedimentos classicos do processo produtivo do
chocolate. Com a preparacao do chocolate com adi¢ao das diferentes fontes de
vitamina C baseado no bindmio das temperaturas e tempos do processo
descritas pelo Toker et al. (2018), temperatura de refrigeracdo de 8°C por 20
min. Apos o processamento dos diferentes chocolates obtidos, estes foram
analisados e os resultados médios obtidos sao apresentados no Grafico 2,
revelando que, comparando os resultados ja esperados com os reais € de realcgar
que quanto maior a adicdo de vitamina C, maior a sua perda no processo.
Salienta-se que existe uma degradacao semelhantemente proporcional tanto na
adicdo com E300 como na adigado com camu camu. Na adi¢cao de 12 mg /100 g
de vitamina C, neste processo ha uma degradacgéo de cerca de 2,6%; na de 24
mg/100 g degradacao de cerca de 25,1% e quando se adiciona 80 mg/100 g ha
degradagao de cerca de 44,4%.

81,84
81,14

EF - Chocolate com E300

(12 mg/ 100 g).

CF - Chocolate com camu
camu (12 mg/ 100 g).

ER - Chocolate com E300

(24 mg/ 100 g).

CR - Chocolate com camu
camu (24 mg/ 100 g).

ED - Chocolate com E300
(80 mg/ 100 g).

CD - Chocolate com camu
camu (80 mg / 100g).

) 44,28 + 4,54
| 46,36+ 2,12

1,10
0,60

23,66
23,9

\ 17,74
} 17,90

11,8

12,2
} 11,54+0,06

| 11,85+0,23

EF CF ER CR ED CD

Real (mg/100g) Tedrico (mg/100g)

Grafico 2_ Concentragao de vitamina C com o processo |.

Tendo sido verificada esta tendéncia, ajustaram-se os tempos de processo e 0
tempo e temperatura de refrigeracéo passou para 12 °C por 7 minutos (baseada
na experiéncia durante o estagio realizado na Fabrica de Chocolates Casa
Grande).

Com esta nova definicdo do bindmio de refrigeragdo foram elaborados novos
chocolates com a maior concentragdo de vitamina C de forma a perceber o
comportamento durante o processamento.
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Verifica-se que no produto final a concentragéo de vitamina C apds a refrigeragao
nao se manteve dentro dos valores necessarios para permitir as alegagdes
comerciais expectaveis (amostra com 69,99 + 0,31 mg/ 100 g).

Uma vez que nao é aconselhada a diminuicdo do tempo nem da temperatura
devido a estabilizagao dos cristais de gordura para obtengdo de uma textura e
durabilidade adequada, foi entdo decidido aumentar o teor de vitamina C (Tabela
6) das formulagbes de forma a garantir que apds refrigeragao, a vitamina C se
mantém dentro dos valores determinados.

Tabela 6_ Percentagem adicionada das fontes de vitamina C para obtencao das alegagées.

Alegacao: Vitamina C adicionada por
100 g de chocolate (%)
Fonte de vitamina C 0,7
Rico em vitamina C 7,7
Dose diaria de vitamina C | 13

Os resultados médios apresentados no Grafico 3, mostram as formulagdes com
uma concentragdo maior em vitamina C garantindo a alegagao definida.

91,06
91,81

H 79,65+ 0,95
H 78,89+0,50

EF - Chocolate com E300

(12 mg/ 100 g).

CF - Chocolate com camu
camu (12 mg/ 100 g).

ER - Chocolate com E300

(24 mg/ 100 g).

CR - Chocolate com camu
camu (24 mg/ 100 g).

ED - Chocolate com E300
(80 mg/ 100 g).

CD - Chocolate com camu
camu (80 mg / 100g).

| 23,66+0,11
25,96

b 23,68+0,43
25,94

11,98

| 11,98+ 0,20
12,12

I 11,81+0,36

EF CF ER CR ED CD

Real (mg/100g) Tedrico (mg/100g)

Gréfico 3_ Concentragéo de vitamina C no processo .

Esta degradacgao de vitamina C pelo frio ja foi mencionada por alguns autores,
apesar de nao se encontrar casos estudos com o chocolate. Num exemplo de
sumo de laranja fresco e refrigerado, existe uma diferenga de decréscimo em
34% de vitamina C (Vannucchi & Rocha, 2012). Em frutas cortadas refrigeradas
existe uma degradacdo consideravel (alguns exemplos: manga, morango e
melancia: menos de 5%, abacaxi: 10%, kiwi: 12% e meldo: 25%) (David, 2013).
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Ja no espinafre, repolho, feijdo branco, quanto maior a temperatura e tempo de
armazenamento (0 aos 20 °C), maior a perda de vitamina C (Lee & Kader, 2000).

2.3.2. Il - Incorporacao de diferentes fontes e dosagens de vitamina C no
chocolate - influéncias na qualidade do produto

Depois de produzidos os chocolates com as diferentes concentracbes de
vitamina C, foram monitorizados os parametros considerados importantes na
validacado deste estudo: atividade antioxidante, cor, atividade da agua, textura
(dureza) e viscosidade, bem como uma analise de aceitabilidade e preferéncia
com consumidores.

2.3.2.1. Atividade Antioxidante

A capacidade antioxidante dos extratos avaliados pelo método de sequestro do
radical livre DPPH foram calculadas através da reta padrao (Grafico 4) com um
coeficiente de correlagao (r) de 0,996. Os resultados estdo apresentados no
Grafico 6 sendo expressos em ECso, representando a concentracdo do extrato
necessaria para uma redugao de 50% da concentracdo inicial do radical de
DPPH expresso em mg/mL. Os dados intermédios e retas de diluicdo para a
obtenc¢ao do ECso encontram-se resumidos no apéndice V.

Reta de calibragao trolox
0,9
0,8
0,7

0,6

0 y = -0,0008x + 0,7284
5 R? = 0,9966

0,4

0,3
0,2
0,1

0,0
0,0 200,0 400,0 600,0 800,0 1000,0

Abs

Concentration (uM Trolox)

Grafico 4_ Reta de calibragao do trolox para determinagdo de atividade antioxidante.
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0,50
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0,40 C72 - Chocolate controlo.
EF - Chocolate com E300
(12 mg/ 100 g).
CF - Chocolate com camu
0,26 camu (12 mg/ 100 g).
ER - Chocolate com E300
(24 mg/ 100 g).
CR - Chocolate com camu
camu (24 mg/ 100 g).
ED - Chocolate com E300
(80 mg/ 100 g).
0,10 CD - Chocolate com camu
camu (80 mg / 100g).

0,34

0,33 0,33
0,31 0,31

0,30

5o (mg/mL)

O 0,20
w

0,00
C72 EF ER ED CF CR CD

Gréfico 5_ Indice de concentragdo do extrato necesséria para uma redugdo de 50% da concentragéo
inicial do radical de DPPH expresso em mg/mL.

Os resultados de atividade antioxidante (Grafico 5) revelam uma tendéncia
semelhante a adicdo de vitamina C, tal como esperado, quanto maior a
concentracio de vitamina C maior a atividade antioxidante.

No chocolate com a adicdo de camu camu o ECso € menor relativamente ao
chocolate com adicao de E300, o que indica maior poder antioxidante do que o
E300 e o controlo (C72).

Os valores apresentados vao de encontro ao estudo realizado por Rashi (2017)
que analisou com o0 mesmo método, diversos chocolates negros de 45, 60 e 70%
e obteve ECs0 1,22 ; 5,65 e 0,4 mg/mL respetivamente (Rashid, Misson, Yaakob,
Latiff, & Sarmidi, 2017). Ja Salvador (2011), no artigo sobre chocolate 56% cacau
e com 0 mesmo método obteve valores superiores, apresentando um ECso 1,37
mg/mL proximo do artigo de Perea-Villamil, Cadena-Cala, & Herrera-Ardila
(2009) onde o0 ECso do chocolate negro obtido com o0 mesmo método foi de 1,2
mg/mL.

2.3.2.2. Cor

Os resultados dos parametros de luminosidade (L*), eixo verde/vermelho (a*) e
eixo azul amarelo (b*) para determinagao da cor sao apresentados no Tabela 7.
Foram determinados, também, os parametros da escala C* e h*, apresentados
no Tabela 7, sendo C* o grau de pureza da cor relativamente a mistura com cinza
(saturacéo) e h* a tonalidade (Cie, 2004).
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Tabela 7_ Resultados da cor referentes a escala L*a*b* e h* C*.

L* a* b* h* c*
C72 | 2643+048 481+066 527+1,11 083+0,05 7,14+1,22
CF | 2585+1,15 5,70+049 6,08+0,63 0,82+0,04 8,33+0,73
CR | 2429+1,79 6,21+056 7,06+0,86 0,78+0,05 6,82+0,94
CD | 25,07+1,25 575+058 6,48+1,03 085+0,05 940%1,12
EF | 24,77+066 487+048 4,78+088 0,81+0,05 7,48+0,92
ER | 25551+093 516+059 542+1,07 085+0,04 8,67+1,16
ED | 27,76+045 523+043 531+0,78 0,79+0,04 7,46+0,84

Pode-se observar que a luminosidade (L*) varia de 24,29 a 27,76. Tendo a
escala de L* limites de 0 a 100, conclui-se que a luminosidade apresenta valores
com caracteristicas escuras. Relativamente as diferentes amostras, existe
diferenga estatistica significativa entre elas (p<0,05). O teste post-hoc de Tukey
(Apéndice lll) indica que o chocolate com adigdo de camu camu para alegacao
de rico em vitamina C (CR) e chocolate com adicdo de E300 para alegagao de
fonte de vitamina C (EF) s&o estatisticamente diferentes na luminosidade do
controlo (C72); chocolate com adigdo de camu camu para alegagéo de rico em
vitamina C (CR) diferente estatisticamente na luminosidade com o chocolate
com adi¢gado de camu camu para alegagao de fonte em vitamina C (CF).

Observando a escala verde/vermelho (a*) esta varia entre 4,81 e 6,21. Estes
pontos encontram-se no centro deslocado ligeiramente para o vermelho. Apesar
desta variacdo, ndo existe diferenga estatisticamente significativa entre os
grupos (p>0,05).

Ja no eixo azul/amarelo (b*) os valores variam entre 4,78 e 7,06. Estes pontos
estdo centralizados ligeiramente deslocados para o amarelo. Apesar desta
variagdo, ndo existe diferenga estatisticamente significativa entre os grupos
(p>0,05).

Constata-se que a tonalidade (h*) encontra-se entre 0,78° e 0,85°. Variando a
escala de tonalidade de 0° a 90°, verifica-se que os valores das amostras sao
baixos estando perto do vermelho/escuro. Valores coerentes com o0s
apresentados no estudo sobre o comportamento colorimétrico de chocolates
negros variando este parametro entre 0,76° e 0,98° (Nacano, 2013).

Relativamente a saturacédo (C*) esta varia entre 6,82 e 8,67. Sendo a escala
definida através da luminosidade (0 aos 100), constata-se que os valores s&o
baixos estando enquadrados numa saturagcdo acentuada. Valores proximos
encontrados noutros estudos: chocolate 70% cacau com C* = 7,35 (Da Silva
Lannes, 1997).

Apesar das variagdes observadas na tonalidade e saturacido nao existe diferenca
estatisticamente significativa (p>0,05), sendo as cores iguais entre as amostras.
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2.3.2.3. Atividade da agua

A agua encontra-se nos alimentos de duas formas: imobilizada e disponivel,
sendo respetivamente a primeira quimicamente ligada a moléculas e a segunda
na sua forma livre, separada de outras moléculas. Esta agua disponivel, que
atua como solvente, permite reacdes quimicas e o crescimento microbiano, que
determina o valor da atividade da agua (aw). Os valores limite desta analise sdo
de O (inexisténcia de agua livre) e 1 (total disponibilidade de agua) (Sahin, Serpil ;
Sumnu, 2006).

Os resultados médios obtidos nos 3 ensaios e respetivo desvio padrao estao
apresentados no Grafico 6.

0,69
C72 - Chocolate controlo.
0,68 EF - Chocolate com E300
[ (12 mg/ 100 g).
{ CF - Chocolate com camu
0,67 camu (12 mg/ 100 g).
2 ER - Chocolate com E300
< [ [ { [ (24 mg/ 100 g).
0,66 CR - Chocolate com camu
. camu (24 mg/ 100 g).
065 ED - Chocolate com E300
! (80 mg/ 100 g).
CD - Chocolate com camu
0,64 camu (80 mg / 100g).

C72 CF EF CR ER Ccb ED

Grafico 6_ Resultado da atividade da agua nas diferentes amostras.

Todas as amostras apresentam uma atividade da agua entre 0,65 e 0,68. Apesar

de alguma variagao entre amostras, nao existe diferencga significativa entre elas
(p>0,05).

Os resultados expressos no Grafico 6 encontram-se ligeiramente superiores aos
encontrados na bibliografia. Para um chocolate amargo a atividade da agua
relatada foi de 0,52 (Da Silva Lannes, 1997). Ja segundo Ana Braga, a atividade
da agua no chocolate de leite foi 0,60 (Braga, 2015). Contudo, os valores obtidos
encontram-se abaixo do valor definido para o desenvolvimento da atividade
microbiana.
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2.3.2.4. Textura (Dureza)

A textura, neste estudo, foi analisada recorrendo ao parametro dureza. Os
resultados médios e respetivos desvios padrées das amostras avaliadas sao
apresentados no Grafico 7.
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I C72 - Chocolate controlo.
I EF - Chocolate com E300
35 (12 mg/ 100 g).
I I CF - Chocolate com camu
30 I I camu (12 mg/ 100 g).
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I ER - Chocolate com E300
(24 mg/ 100 g).
20 CR - Chocolate com camu
camu (24 mg/ 100 g).
15 ED - Chocolate com E300
10 (80 mg/ 100 g).
CD - Chocolate com camu
5 camu (80 mg / 100g).
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Grafico 7_ Representacado da dureza em Newton das amostras.

Neste grafico, pode-se observar que os valores variam de 26 a 40 N e s&o
significativamente diferentes (p>0,05). Salienta-se que quanto maior a adi¢gao do
camu camu ou E300 ha uma diminui¢cédo da dureza. Esta diminuic&o € observada
com mais intensidade na adicdo de camu camu. O teste de Tukey revela que:

e O chocolate controlo (C72) é diferente estatisticamente dos demais
exceto com o chocolate com adigdo de E300 para alegagéo de fonte de
vitamina C (EF).

e O chocolate com adicdo de camu camu para alegagao de fonte de
vitamina C (CF) difere estatisticamente do chocolate controlo e do
chocolate com adigédo de E300 para a alegagao de fonte de vitamina C
(EF);

¢ O chocolate com adigdo de camu camu para alegagao de rico em vitamina
C (CR) difere estatisticamente do chocolate controlo e do chocolate com
adicdo de E300 para alegacao de fonte de vitamina C (EF);

e O chocolate com adigdo de camu camu para alegagdo de dose diaria
recomendada (CD) difere estatisticamente do chocolate controlo, bem
como do chocolate com adicdo de E300 para alegacdo de fonte de
vitamina C (EF) e do chocolate com adigdo de E300 para alegacéo de rico
em vitamina C (ER);
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e O chocolate com adigdo de E300 para alegagédo de rico em vitamina C
(ER) difere estatisticamente do chocolate controlo (C72), bem como do
chocolate com adicdo de camu camu para alegagao de dose diaria de
referéncia (CD), do chocolate com adigdo de E300 para alegacao de fonte
de vitamina C (EF).

e O chocolate com adigdo de E300 para alegacdo de dose diaria de
referéncia (ED) difere estatisticamente do chocolate controlo (C72) e do
chocolate com adigdo de E300 para a alegacao de fonte de vitamina C
(EF).

Os resultados apresentados vao de encontro a outros estudos ja realizados e
publicados. Ana Bel (2012) determinou a dureza através do mesmo método de
compressdao com amostras de chocolate negro com adigdo de 1% e 3% de
extrato de framboesa. Neste estudo, a dureza decresce com o aumento da
concentragao de extrato e variam de 37 N (chocolate controlo) para 26 N (Bel et
al., 2012). J4 Suzana Lannes ao analisar diferentes chocolates negros com o
método de compressdo com cone obtém valores de dureza entre os 23 N e 35
N (Da Silva Lannes, 1997).

2.3.2.5. \Viscosidade

O comportamento reolégico das amostras foi estudado através da viscosidade.
A viscosidade das amostras de chocolate em estudo apresentam um
comportamento tipicos de um fluido pseudoplastico com tenséo inicial (to). No
Grafico 8, é apresentada a meédia dos resultados da determinacdo da
viscosidade das amostras de chocolate.
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Gréfico 8_ Representacgdo da viscosidade média das amostras.

Através da analise visual do Grafico 8 denota-se que os dados nido sao dispares
entre si. De forma a aprofundar a andlise recorreu-se a amostragem na
coordenada da taxa de corte (y) fixa (de 21 1/s). Estes valores estédo
apresentados no Apéndice V.

Tabela 8_Tensao de corte e viscosidade plastica na taxa de corte de 21 1/s.

1 (Pa.s) 1 (Pa)
C72 6,13+0,10 132,49 + 2,36
CF 5,73+ 0,68 123,86 + 8,63
CR 5,80 £ 0,09 125,34 £ 2,05
CD 5,00 £ 0,40 108,02 + 14,81
EF 6,25 £ 0,09 135,06 £ 2,05
ER 5,62+0,14 121,48 + 2,95

ED 5,36 + 0,62 115,85 + 13,50

Para uma taxa de corte de 21 1/s as variaveis de viscosidade aparente, tensao
de corte e respetivos desvios padrdes estdo apresentados na Tabela 8 e
demonstram uma certa coeréncia com a concentracdo de vitamina C. Quanto
maior a concentragcado de vitamina C, menor o valor da tensdo de cisalhamento
e consecutiva diminuicdo da viscosidade plastica. As amostras sao
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significativamente diferentes (p<0,05) apresentando distingbes no teste de
Tukey entre a amostra de chocolate com adigdo de camu camu para a alegagao
de dose diaria de vitamina C (CD) com a amostra de chocolate com adi¢ao de
E300 para a alegacado de dose diaria de referéncia (ED), com a amostra do
chocolate com adigdo de E300 para alegagao de fonte de vitamina C (EF)e com
a amostra de chocolate controlo (C72).

ApdOs a analise dos dados obtidos procedeu-se a projecdo dos modelos
apropriados para a interpretacao da viscosidade.

O chocolate fundido € um fluido com comportamento ndao newtoniano com
tensdo de cisalhamento inicial e pode ser descrito através de modelos
matematicos como o de Bingham, Herschel-Bulkey e o modelo de Casson
(Sokmen & Gunes, 2006).

Avaliaram-se os modelos tipicamente sugeridos para este produto: Bingham,
Herschel-Bulkey e Casson os quais apresentam um coeficiente de correlacao (r)
(proximidade ao modelo) de 0,9792; 0,9939 e 0,9947 respetivamente. Apesar de
ajustados os 3 modelos, apenas foram analisados os de Herschel-Bulkey e
Casson, pois apresentam um coeficiente de correlagdo mais proximo de 1
(Apéndice VI). Os resultados das médias dos parametros das equagdes sao
apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 Parametros dos modelos de Casson e Herschel-Bulkey.

Casson Herschel-bulkey
10 (Pa) ne (Pa.s) 0
C72 18,04+0,95° 2,32+0,05° 22,85+ 2,25
CF | 15,07 +2,91° 2,37 +£0,16° 18,22 + 6,70
CR 16,12 £1,27° 2,27 +0,12° 18,61 + 1,97
CD| 12,17 +1,96° 2,16 £ 0,232 13,91 + 4,30
EF 18,41 +0,76 2 2,46 +0,02° 23,58 + 1,41
ER | 15,78+1,01° 2,25+ 0,052 19,01 £1,15
ED | 16,77 +2.852 2,06 +0,19° 20,97 + 4,81

Relativamente ao modelo de Casson, este foi estudado uma vez que € o modelo
genericamente aceite pela International Office of Cocoa, Chocolate and Sugar
Confectionery (IOCCC) para quantificar a reologia do chocolate. Os valores
apresentados assemelham-se aos descritos por diversos autores, entre eles:
Paula & Leite (2013) num estudo de chocolate negro com o mesmo método de
determinacgdo para o modelo em quest&o apresenta 10=20,61 Pa e np =1,79 Pa.s
(Paula & Leite, 2013). Outro estudo com diferentes fermenta¢cdées do cacau, o
chocolate negro no modelo de Casson determinado com o cilindro concéntrico
apresenta viscosidades aparente de 1,6 a 2,17 Pa.s (Sant’Anna, 2011).
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Os valores descritos na Tabela 9 diferem estatisticamente uns dos outros
(p<0,05). Através do teste de tukey as amostras dispares na tensédo de corte
inicial sdo o chocolate com adicdo de camu camu para alegagao de dose diaria
de vitamina C (CD). Ja para a viscosidade plastica, o teste de tukey indica que a
amostra de chocolate com adigdo de E300 para a alegacéo de dose diaria de
referéncia (ED) difere estatisticamente dos outros chocolates. Constata-se que
a adigao de vitamina C para a alegagao de fonte e rico ndo interfere com a tensao
de corte nem com a viscosidade do chocolate. Ja na amostra que foi adicionado
uma maior quantidade de vitamina C observam-se diferengas: na adi¢cao de
camu camu, a taxa de corte inicial diminuiu e na adicao de E300 a viscosidade
plastica diminui, efeito ndo esperado uma vez que de forma geral, a viscosidade
aumenta com o incremento da concentragao de solidos soluveis (A. A. VITALI &
RAO, 1984).

Relativamente ao modelo de Herschel-Bulkey, as amostras diferem
estatisticamente na tensao de corte inicial. Com um teste de tuckey, a amostra
de chocolate com adicdo de camu camu para a alegagdo de dose diaria de
vitamina C difere das restantes, apresentando um valor menor.

Este efeito podera ser explicado através do tamanho das particulas (o qual néo
foi estudado). Pode ser correlacionado com a viscosidade de tal forma que
particulas maiores levassem a menor area superficial que esta em contato com
a fase lipidica no chocolate e assim a fricgao interna e viscosidade mostrassem
uma diminuicdo (Sokmen & Gunes, 2006; YUCEKUTLU, 2015).

2.3.2.6. Analise de componentes principais

Na tentativa de integrar todas as analises realizadas e perceber se ha alguma
correlacao entre amostras, procedeu-se a uma analise de correlacdo entre os
dados obtidos. Foi realizada uma analise multivariada de componentes principais
(ACP). A componente principal 1 € a que tem maior parte da informagao, seguida
da componente 2. A tabela de valores proprios esta apresentada em apéndice
VII. No Grafico 9 é apresentada a ACP, que permite observar a proje¢cado das
amostras analisadas.
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Grafico 9_ Andlise de componentes principais relativamente as analises efetuadas.

No lado positivo da componente principal 1 (CP1), é onde a analise projeta as
amostras: EF, ER E C72, considerando por isso que estas demonstram mais
dureza que as restantes. Ja no lado negativo, a analise projeta as amostras CD,
CR e ED, indicando que possuem maior concentragao de vitamina C e saturacao
da cor (C¥).

2.3.2.7. Aceitabilidade

Foi ainda realizado um teste de consumidores para avaliar a aceitabilidade. Para
tal recorreu-se a 63 provadores na Escola Superior de Tecnologia e Gestao do
Instituto Politécnico de Viana do Castelo. Simultaneamente a este teste, realizou-
se um pequeno inquérito aos consumidores referente as suas caracteristicas e
habitos cuja folha de prova utilizada encontra-se no Apéndice I. No teste de
aceitabilidade foram apresentadas 3 amostras de chocolate (chocolate controlo
(C72), chocolate com adigao de E300 na proporgéo para a alegagao de dose
diaria de referéncia (ED) e chocolate com adicdo de camu camu na proporgao
para a alegacao de dose diaria de referéncia (CD). Foi pedido ao consumidor
que avaliasse as amostras consoante a escala heddnica de 9 pontos, sendo 1-
extremamente desagradavel e 9- extremamente agradavel. Os dados obtidos
no inquérito encontram-se na Tabela 10.
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Tabela 10_ Analise das caracteristicas e habitos dos consumidores.

Carateristicas do consumidor N° Frequéncia
individuos

Sexo feminino 43 68%

masculino 20 32%

até 18 3 5%

18-25 22 35%

Faixa etaria 26-35 10 oz

36-45 11 17%

46-55 15 24%

56-65 2 3%

empregado 37 59%

. ~ - desempregado 3 5%

Situagao profissional estudante 23 379%

reformado 0 0%

raramente 3 5%

Quantas vezes consome 1/més 13 21%

chocolate? 2-3 més 29 46%

1/semana 18 29%

_ branco 0 0%

Qual dos choc_olgtes mais leite 30 48%

aprecia

negro 33 52%

Considera importante a sim 60 95%

qual/dacclfqi g:lgrggnal do N30 3 5%

Compraria mais vezes, sim 58 92%
sabendo que estes s&o

enriquecidos com nao 5 8%

vitamina C?

Neste estudo de aceitabilidade a populagdo era constituida por individuos
maioritariamente do sexo feminino (68%) e a faixa etaria de maior representacéo
€ a dos 18 aos 25 anos (35%). Quanto a situagao profissional constata-se que
59% dos inquiridos sdo empregados seguido de 37% estudantes. Relativamente
aos habitos de consumo a maioria ingere chocolate 2 a 3 vezes por més (46%)
e o chocolate preferido é o negro (52%). Uma grande maioria dos consumidores
(95%) considera importante a qualidade nutricional do chocolate e 92%
compraria mais vezes chocolate caso este fosse enriquecido com vitamina C.

Relativamente a aceitabilidade, os resultados expressos no Grafico 10,
representam a média das quantificacbes atribuidas pelos consumidores as
amostras e respetivos desvios padroes.
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Grafico 10_Média da quantificagdo dada pelos consumidores as diferentes amostras.

As amostras de chocolate ndo apresentam diferencas estatisticamente
significativas entre elas (p>0,05). Todos elas tém uma classificagdo de 8 na
escala hedodnica o que significa que em meédia o consumidor classifica como
muito agradaveis todas as amostras.

Foi realizada uma analise de correspondéncia multipla de forma a perceber a
tendéncia da aceitabilidade relativamente as caracteristicas dos individuos
inquiridos. Esta analise foi efetuada com o software R, com a funcdo: “ca”
(analise de correspondéncia) (resultados em apéndice VIII) e é apresentada na
Figura 5.
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Figura 5_ Analise de correspondé