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RESUMO

ESTEVES, Thiana Claudia Freire. Influéncia do processo de obtencao de
extrato fermentado e nédo fermentado de soja preta sobre compostos
bioativos e capacidade antioxidante. Rio de Janeiro, 2017. Tese (Doutorado

em Ciéncias). Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro.

A soja preta € um grao de cultivo milenar no Oriente que, nas duas ultimas
décadas, tem atraido a atencdo de pesquisadores e consumidores do
Ocidente. Além de boa qualidade nutricional, a soja preta possui compostos
bioativos, em especial isoflavonas e antocianinas, associados a atividade
antidiabetes, antiobesidade, anticancer, anti-inflamatéria, hipolipidémica e
antimutagénica. Diferentemente das isoflavonas, as antocianinas estéo
presentes exclusivamente nas sojas de coloracdo preta, constituindo os
pigmentos responsaveis pela cor da casca. Esses pigmentos sdo compostos
instaveis que podem sofrer degradacao pelo calor, luz e condicbes de pH. A
producdo de bebidas a base do extrato de soja preta apresenta-se como uma
alternativa na oferta de alimentos de soja com potenciais beneficios a saude. O
presente trabalho visou avaliar a influéncia do processamento sobre o extrato
de soja preta e o extrato fermentado de soja preta, desenvolvendo produtos
com potencial promotor de saude, por meio de processos que resultem em
maior preservacao desses compostos, especialmente de antocianinas. A
conducdo deste estudo experimental foi realizada em trés etapas: estudos
preliminares para avaliar 0s processos tradicionais e alternativamente
referenciados na literatura para obtencao de extrato de soja; estudo das etapas
de processamento térmico durante a obtencéo do extrato de soja preta visando
a reducdo da perda de compostos bioativos; e estudo dos efeitos da
fermentacdo do extrato de soja preta com Lactobacilus acidophilus (LA-5%)
sobre seus compostos bioativos, atividade antioxidante e viabilidade das
bactérias probibticas durante 28 dias de armazenamento a 8 + 2 °C. Os
resultados mostraram que os processos tradicionais de obtencdo de extrato de
soja utilizados para soja amarela ndo sdo adequados para os graos de soja
preta. O descarte de dgua durante o processo e o uso de condi¢cdes de tempo

viii



e temperatura (cozimento e tratamento de conservacdo) sao prejudiciais a
manutencdo das antocianinas. A utilizacdo do grdo moido, o cozimento do
extrato a 80 °C por 5 min, o aproveitamento da agua de cozimento e 0
tratamento de pasteurizacdo a 98 °C por 5 min foram as condi¢cdes de
processamento mais adequadas a obtencdo do extrato de soja preta. A
aceitacdo sensorial da bebida de soja preta formulada sabor chocolate foi
similar a de uma bebida comercial organica. O extrato de soja preta fermentado
com cultura probidtica apresentou reducdo de cerca de 20% no teor de
antocianinas. No entanto, houve um aumento no teor de isoflavonas agliconas
e a atividade antioxidante estimada foi superior quando comparada ao extrato
nao fermentado. As bebidas obtidas pela formulacdo do extrato fermentado de
soja preta com acucar e com diferentes preparados de fruta apresentaram boa
aceitacdo sensorial pelos consumidores, com destaque para o sabor morango
que recebeu média 7,6, correspondente a “gostei muito” em escala heddnica
de nove pontos. Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que as bebidas
de soja preta sdo produtos com potencial para promover o consumo de soja

preta no mercado Ocidental.

Palavras-chave: Soja preta, extrato de soja preta, extrato fermentado de soja
preta, antocianinas, isoflavonas, atividade antioxidante, probidticos, aceitacéo

sensorial.



ABSTRACT

ESTEVES, Thiana Claudia Freire. Influence of fermented and non fermented
black soybean milk processing on bioactive compounds and antioxidant
capacity. Rio de Janeiro, 2017. Thesis (Doctor of Science, D.Sc.). Escola de

Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro.

Black soybeans are millennia culture in the East, that in the last two decades
has attracted the attention of Western researchers and consumers. In addition
to good nutritional quality, black soybeans contain bioactive compounds,
especially isoflavones and anthocyanins, which are related to anti-diabetes,
anti-obesity, anti-cancer, anti-inflammatory, hypolipidemic and antimutagenic
activity. Unlike isoflavones, anthocyanins are present exclusively in black-
colored soybeans as they are the pigments responsible for the seed coating
color. These pigments are unstable compounds that can be degradated by
heat, light and pH conditions. The use of black soybean as raw material for the
production of soy beverages seems to be an alternative in the supply of soy-
based foods with potential health benefits. The present work aimed at
evaluating the influence of black soybean milk and fermented black soybean
milk processing, developing potential health promoters’ products by processes
that result in greater preservation of these compounds, especially anthocyanins.
This experimental study was carried out in three steps: preliminary studies to
evaluate the traditional or alternatively processes, referenced in the literature, to
obtain soybean extract; study of thermal processing steps during black soybean
milk obtaining process in order to reduce bioactive compounds loss; and the
study of the effects of black soybean milk fermentation with Lactobacillus
acidophilus (LA-5%) on its bioactive compounds, antioxidant activity and viability
of probiotics during 28 days of storage at 8 £ 2 ° C. The results showed that the
traditional processes of obtaining soybean milk used for yellow soybeans are
not suitable for black soybeans.

The water disposed during processing and the time and temperature applied
conditions (cooking and conservation treatment) are detrimental to antocyanins

maintenance.



The most suitable processing conditions to obtain the black soybean milk were:
a) grounded seeds; b) cooking black soybean milk at 80 ° C for 5 min; c)
cooking water and pasteurization at 98 °C for 5 min. The sensory acceptance of
chocolate flavor formulation was similar to that of an organic commercial
beverage. The black soybean milk fermented with probiotic culture showed a
reduction of about 20% in the anthocyanin content. However, it had an increase
in the isoflavone aglycone content and the estimated antioxidant activity was
superior when compared to non fermented black soybean milk. The beverages
formulated from fermented black soybean milk with sugar or different fruit
preparations showed good sensory acceptance, with emphasis on the
strawberry flavor that received 7,6, on average, corresponding to a "like very
much" evaluation by consumers, in a hedonic scale of nine points. The results
obtained in this work suggest that black soybean beverages are potential

products to increase black soybeans consumption in the Western market.

Keywords: Black soybean, black soymilk, fermented black soymilk,
anthocyanins, isoflavones, antioxidante activity, probiotics, sensorial

acceptance.
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CAPITULO 1 INTRODUCAO, JUSTIFICATIVA, OBJETIVOS E
ESTRUTURA DA TESE

1.1 INTRODUCAO

A soja preta é uma variedade de soja hdo comum ao ocidente, que tem
despertado a atencdo de pesquisadores e consumidores pelo seu potencial
promotor de salde. Conhecida ha centenas de anos na China, india, Coréia e
Japao, onde é utilizada como alimento saudavel e extrato herbal, seu cultivo no
Brasil ainda é incipiente. Estudos de melhoramento tradicional estdo sendo
desenvolvidos com diferentes linhagens de soja preta pelo programa de
melhoramento de soja para alimentagcdo humana da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA). Para obtencédo de uma cultivar comercial,
além das caracteristicas agronémicas, as linhagens devem ter caracteristicas
fisico-quimicas e sensoriais adequadas, bem como apresentar potencial de
utilizagdo em processamento de diferentes produtos.

A divulgacao das propriedades benéficas da soja preta na midia tem
despertado a atencdo do consumidor, assim como das industrias alimenticias,
sendo os produtos a base de soja preta um nicho a ser explorado e uma
oportunidade de desenvolvimento de tecnologias e produtos de alto valor
agregado. Atualmente é possivel encontrar no mercado brasileiro apenas o
grao e a farinha de soja preta, porém nédo estdo disponiveis bebidas de soja
preta ainda que as bebidas de soja tenham conquistado uma posi¢do de
destaque no mercado brasileiro de sucos e bebidas vegetais.

N&o obstante as informacbes sobre a soja preta e seus potenciais
beneficios a saude, poucos sédo os estudos do efeito do processamento sobre
seus compostos bioativos e sua atividade antioxidante. Dentre os principais
compostos bioativos contidos na soja preta, estdo as isoflavonas e as
antocianinas, essas Ultimas presentes apenas em cultivares de soja com a

casca preta.
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A avaliacao dos efeitos do processamento do extrato de soja preta sobre
a perda ou alteracdo de seus compostos bioativos, assim como o
aperfeicoamento desses processos produtivos, sdo aspectos-chave na
formulacdo de produtos comerciais a base de soja preta como potenciais
promotores de saude.

Considerando ainda a importancia das bebidas para o mercado ocidental
de produtos de soja, a fermentacdo do extrato com culturas probidticas € uma
opcao de processamento que pode resultar na obtencdo de um produto com
boas carcateristicas sensoriais e aumento da disponibilidade de nutrientes,
unindo os beneficios da soja ao de microrganismos probidticos. Assim como a
soja, 0s probidticos também configuram como alimentos com alegacao de
propriedade funcional uma vez que quando administrados em doses
apropriadas conferem beneficio a saude do hospedeiro.

Para o mercado de bebidas funcionais, foi estabelecida uma tendéncia
para 2020 dos 20 ingredientes mais importantes para a industria de alimentos,
nos quais estao incluidos as isoflavonas de soja e os probiéticos. Além disso,
polifendis (a exemplo das antocianinas, além das proéprias isoflavonas) séo
citados como antioxidantes naturais. Portanto, a avaliagdo das perdas ou
potencializagcdo dos compostos bioativos durante o processamento, bem como
da atividade antioxidante a eles relacionada, é de fundamental importancia
para que alimentos de soja preta sejam produzidos e comercializados tendo

seus compostos bioativos preservados.

1.2 JUSTIFICATIVA PARA O DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO

Haja vista a caréncia de informacdes cientificas do impacto do
processamento sobre os compostos fitoquimicos, a atividade antioxidante e a
qualidade nutricional da soja preta, bem como seus potenciais beneficios a
saude humana, é importante que novos produtos sejam desenvolvidos
considerando maximizar a preservacdo de seus compostos bioativos em
quantidade e qualidade necesséarias para possibilitar a promocdo desses
beneficios. O desenvolvimento de um produto a partir de soja preta, que

contenha microrganismos probidticos, que agregue os beneficios da soja
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somados aos das antocianinas, sera mais uma alternativa ao consumidor que

deseja alimentos saudaveis, praticos e de sabor agradavel.

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo geral

Avaliar a influéncia do processamento da bebida de soja preta e bebida
de soja preta fermentada sobre seus compostos bioativos, atividade
antioxidante, caracteristicas fisico-quimicas, nutricionais e sensoriais,
desenvolvendo produtos com potencial promotor de salde por meio de
processos que resultem em maior preservacdo desses compostos,

especialmente de antocianinas.
1.3.2 Objetivos especificos

e Determinar a composi¢cao quimica e de compostos bioativos (isoflavonas
e antocianinas) do grdo de soja preta, bem como estimar sua atividade
antioxidante;

e Obter extrato de soja preta e avaliar a influéncia dos diferentes
processamentos sobre 0s compostos bioativos e atividade antioxidante;

e Obter e avaliar a influéncia do processo de fermentacdo do extrato de
soja preta com probidtico sobre composicdo centesimal, compostos
bioativos, atividade antioxidante e viabilidade da cultura utilizada durante
28 dias de armazenamento;

e Avaliar a aceitacdo sensorial de bebida achocolatada formulada a partir
do extrato de soja preta pelo consumidor;

e Avaliar a aceitacdo sensorial de bebidas formuladas a partir do extrato
de soja preta fermentado pelo consumidor, com e sem adi¢c&o de polpas
de frutas;

e Identificar processamentos adequados para obtencdo de bebidas de
soja preta visando a reducdo na perda de compostos bioativos e boa

aceitacao sensorial.
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1.4 ESTRUTURA DO TRABALHO

A organizacao deste trabalho foi dividida em capitulos conforme descrito
a sequir:

No Capitulo 1, encontram-se descritos a introducdo, justificativa,
objetivos e estrutura da tese.

No Capitulo 2, é apresentada uma revisdo bibliografica abordando a
importancia da soja preta, sua composi¢do, potenciais beneficios a saude,
processos de obtencdo de bebidas de soja e bebidas fermentadas de soja,
assim como o efeito de diferentes processos sobre as caracteriscicas dos
produtos finais.

No Capitulo 3, sdo descritos os testes preliminares para obtencédo de
extrato de soja preta, que permitiram avaliar condi¢cdes favoraveis ou ndo ao
seu processamento.

No Capitulo 4, é apresentado o planejamento experimental fatorial
realizado para avaliar a influéncia das variaveis tempo e temperatura de
cozimento sobre compostos bioativos e atividade antioxidante do extrato de
soja preta, bem como € demonstrada a influéncia de diferentes tratamentos de
conservagao sobre esses mesmos parametros. A aceitacdo sensorial do
extrato de soja preta obtido pelo processo com menor perda de compostos
bioativos, formulado com achocolatado, comparada a de duas outras bebidas
comerciais de soja sabor chocolate também é apresentada neste capitulo.

No Capitulo 5, sdo descritos o desenvolvimento de bebida de soja preta
fermentada com cultura probiética e a influéncia da fermentacdo sobre a
composicdo centesimal, de compostos bioativos e atividade antioxidante do
produto final. Complementarmente, sdo apresentados os resultados dos
estudos realizados durante o armazenamento da bebida fermentada por 28
dias. Também é apresentada a aceitacdo sensorial do consumidor frente a
bebida fermentada recém-processada de soja preta adicionada ou nao de

preparados de frutas.
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CAPITULO 2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A soja (Glycine max (L.) Merril) é uma espécie pertencente a familia
Leguminosae (Fabaceae). Existem diferentes formas, tamanhos e cores de
gréos de soja, embora sejam mais conhecidos pelo formato quase esférico e
coloracdo amarela. No entanto, dependendo dos pigmentos presentes, o
tegumento externo dos gréos (casca) pode ser amarelo, verde, marrom, preto
ou uma combinacédo dessas cores (WILLIAMS, 1950; GANESAN E XU, 2017).

A origem da soja preta remonta da Asia e acredita-se que seus graos
foram cultivados pela primeira vez no nordeste da China durante a dinastia
Shang (1700-1100 aC) (ASTAD e PAICE, 2011). Extratos herbais de soja preta
tém sido utilizados tradicionalmente na medicina chinesa por centenas de anos
como desintoxicante, anti-inflamatorio, no tratamento da diabetes, hipertenséo,
problemas de circulacdo sanguinea, dentre outros (KIM et al.,, 2007; XU e
CHANG, 2008).

Embora o cultivo e a utilizacdo da soja preta na Asia ainda sejam menos
populares do que da soja amarela, as industrias desenvolveram a produgdo em
larga escala de alimentos tradicionais como tofu, tempeh, extrato de soja,
molho de soja, natto e miso, utilizando a soja preta como matéria-prima
(ASTAD e PAICE, 2011). No ocidente, a oferta de produtos industrializados de
soja preta € incipiente, sendo possivel encontrar no Brasil apenas grdos ou

farinha de soja preta em lojas de alimentos especializados.
2.1 CARACTERIZAGAO QUIMICA DOS GRAOS DE SOJA PRETA

A composicdo quimica da soja, independente da cor da casca, pode
variar em fungdo da cultivar, época de crescimento, localizagdo geografica e
condi¢gbes ambientais (LIU, 1999; HA et al., 2009). Da mesma forma que a soja
amarela, os graos de soja preta sdo compostos principalmente de cotilédone,
tegumento ou casca, e hipocatilo, que representam, em média, 90%, 8% e 2%,
respectivamente, do peso total da semente (LIU, 1999; XU e CHANG, 2008). O
cotiliédone contém as principais substancias de reserva como proteinas,

lipideos e carboidratos, além de conter a maior parte das isoflavonas presentes
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no grao (TSUKAMOTO et al., 2001). J4 a casca, que atua como uma barreira
protetora para o cotilédone tem como grande diferencial, no caso da soja preta,
a presenca das antocianinas (XU e CHANG, 2008).

A soja preta apresenta composicdo centesimal semelhante a soja
amarela com conteddo médio de 40% de proteinas, 20% e lipidios, 35% de
carboidratos e 5% de cinzas (LIU, 1999), sendo as diferencas observadas em
funcdo das caracteristicas genéticas e condicdes ambientais conforme

exemplos listados no Quadro 1.

Quadro 1. Composicéo centesimal (%) de diferentes sojas pretas (base seca)

Soja preta Proteina Lipidios Cinzas Referéncia

Tainan 5 45,70 21,76 4,72 Shih, Yang, Kuo, 2002

Heugcheong 41,8

Geomjeong 2 39,0

ND* ND* Ha et al., 2009
Cheongja 2 44,1
Cheongja 3 41,9
NT 7001 40,72 25,43 4,51

Rezende, 2012
NT 7002 39,85 23,37 5,40

BRMO09-50901 41,18 19,46 5,13
BRMO09-50995 41,15 19,79 5,24
BRMO09-50682 41,51 19,44 5,44
BRM11-51400 41,69 19,12 5,81

Pereira, 2015

* ND — valor ndo determinado na referéncia

Entre os carboidratos solUveis da soja, destacam-se o0s oligossacarideos
rafinose e estaquiose. Oliveira et al. (2010) avaliaram 28 genotipos/cultivares
de soja de diferentes coloracdes de casca e verificaram uma faixa de 0,39 a
0,97 g/100g para rafinose e de 2,35 a 4,41 ¢g/100g para estaquiose. As
diferencas encontradas foram independentes da cor da casca. Pereira (2015)
avaliou 4 linhagens de soja preta e encontrou variacédo de 1,41 a 1,56 g/100g
de rafinose e 4,67 a 5,24 g/100g de estaquiose. Lee et al. (2013) verificaram
teor de 0,97 g/100g de rafinose e 1,91 g/100g de estaquiose em uma cultivar

de soja preta desenvolvida na Coreia.
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Os oligossacarideos da soja sao frequentemente associados a
ocorréncia de flatuléncia e desconforto abdominal em humanos, pois ndo séo
degradados pelas enzimas digestivas humanas. Dessa forma, os agucares
chegam intactos no intestino delgado e sdo metabolizados por microrganismos,
resultando na producdo de gases como dioxido de carbono, hidrogénio,
nitrogénio e metano, dependendo da dieta e da microbiota individual (LIU,
2004). Por outro lado, esses oligossacarideos também sao prebidticos, ou seja,
componentes alimentares néo digeriveis que afetam positivamente o
hospedeiro estimulando seletivamente o crescimento e/ou atividade de uma ou
mais bactérias benéficas residentes no colon, melhorando a saude do seu
hospedeiro (GIBSON e ROBERFROID, 1995; PIMENTEL, FRANCKI e
GOLLUCKE, 2005)

Ja os carboidratos insollveis da soja incluem celulose, hemicelulose,
pectina e tracos de amido. A casca da semente representa 8% do seu peso em
base seca, mas contém cerca de 86% dos carboidratos n&o digeriveis,
contribuindo, portanto, com uma grande quantidadede de carboidratos

insolUveis para o gréao de soja (LIU, 2004).

Além da sua composicdo em macronutrientes, a soja preta possui
compostos potencialmente bioativos como as isoflavonas, os esterois, o acido
fitico, os inibidores de proteases, as saponinas e compostos fenélicos, que sao
potencialmente efetivos para a saide humana e na reducao do risco de varias
doencas cronicas (GANESAN e XU, 2017). Alguns desses compostos, como
inibidores de proteases e lectinas, sdo considerados fatores antinutricionais,
pois podem provocar efeitos fisioldgicos adversos ou diminuir a
biodisponibilidade de nutrientes (SILVA e SILVA, 2000), contudo, sdo instaveis
ao calor e facilmente destruidos pelo tratamento térmico (LIU, 2004). Além
disso, sabe-se hoje que alguns destes fatores antinutricionais, quando em
guantidades adequadas, podem apresentar efeitos positivos no organismo.
Neste novo contexto, Kang et al. (2010) e Rossi et al. (2011) sugerem que a

inativacao desses fatores em produtos de soja seja completa.

Em relacdo a compostos bioativos e propriedades antioxidantes,

pesquisas mostraram que a soja preta possui maior atividade antioxidante
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guando comparada a soja amarela (JENG et al.,, 2010; LEE et al., 2015;
SANJUKTA e RAI, 2016). Esse potencial antioxidante caracteristico € devido a
presenca de polifendis, que sdo metabdlitos secundarios de plantas com
propriedades antioxidantes que podem ajudar a proteger o organismo dos
danos provocados por radicais livres (GANESAN e XU, 2017). Dentre os
principais polifendis contidos na soja preta, estdo as isoflavonas e as
antocianinas, essas Ultimas presentes apenas em variedades de soja com

tegumento preto (HA et al, 2009).

2.1.1 Antocianinas

As antocianinas pertencem ao grupo dos flavonoides e estao
amplamente distribuidas no mundo vegetal. S&o responsaveis por uma grande
variedade de cores das plantas, incluindo azul, roxo, violeta, magenta,
vermelho e laranja (DAMODARAN, KIRK e FENNEMA, 2008) e constituem os
principais pigmentos da soja preta, sendo encontrados no tegumento das
sementes (KOH, YOUN e KIM, 2011). Além de seus efeitos de colora¢do nas
frutas, as antocianinas sdo consideradas compostos funcionais em funcéo de
sua capacidade antioxidante. Esses pigmentos podem apresentar capacidade
de prevenir a oxidacdo lipidica da lipoproteina de baixa densidade (LDL) e
lipossomos, bem como de exercer funcdo de desativacao de varios radicais
livres (KAHKONEN e HEINONEN, 2003).

Um total de 9 diferentes antocianinas foram identificadas em casca de
soja preta descritas em varios estudos. O perfil de antocianinas de alguns

desses trabalhos estdo apresentados no Quadro 2.
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Quadro 2. Antocianinas encontradas na casca de soja preta
Antocianinas Referéncia

Delfinidina-3-glicosideo

Choung et al., 2001; Lee et al., 2009; Zhang

Cianidina-3-glicosideo et al. 2011; Pereira, 2015

Petunidina-3-glicosideo

Pelargonidina-3-glicosideo
Cianidina

Lee et al., 2009

Catequina-cianidina-3-glicosideo

Delfinidina-3-galactosideo

Cianidina-3-galactosideo Lee et al., 2009; Zhang et al. 2011; Rezende,

Peonidina-3- glicosideo 2012

Malvidina-3- glicosideo Zhang et al. 2011

Em contrapartida, foi verificada uma variacdo muito grande entre os
resultados publicados em relacdo a teores. Um exemplo foi a avaliacdo do
conteudo total de antocianinas em 60 variedades de soja preta originarias de
diferentes regides da China que apresentou variacdo de 98,8 a 2132,5 mg de
antocianinas por 100 g de casca de soja preta. Cianidina-3-glicosideo,
petunidina-3-glicosideo e peonidina-3-glicosideo foram encontradas em todas
as variedades, sendo a cianidina-3-glicosideo a antocianina majoritaria em

todas as sojas pretas estudadas (Figura 1) (ZHANG et al., 2011).

Figura 1. Estrutura quimica de 6 antocianinas detectadas em 60 variedades de
soja preta chinesas: (1) definidina-3-glicosideo, R1=R,=0H, Rs=glicose; (2)
cianidina-3-galactosideo, R;=0OH, R,=H, R3= galactose; (3) cianidina-3-
glicosideo, R;=OH, R,=H, R3= glicose; (4) petunidina-3-glicosideo, R;=OCHj3,
R>=0H, Rs=glicose; (5) peonidina-3-glicosideo, R;=OCHj3;, R,=H, R3=glicose;
(6) malvidina-3-glicosideo, R1=R,= OCHj3, R3=glicose.
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As antocianinas sdo compostos instaveis, suscetiveis a incidéncia de
calor, luz e condicbes de pH, que podem sofrer degradacdo induzindo
transformacdes quimicas e afetando o desempenho e atividade biolégica de
alimentos que as contém. Muitos alimentos necessitam ser termicamente
processados antes de consumidos e esse processo pode afetar fortemente o
conteudo de antocianinas no produto final (WANG et al., 2014). Essa influéncia
do calor sobre a degradacdo das antocianinas foi verificada por Xu e Chang
(2008), que encontraram um decréscimo de 93% nas antocianinas
monomericas de graos de soja preta submetidos ao processo de cozimento em
temperatura de ebulicho por 120 minutos. Wang et al. (2014) também
observaram a acao da temperatura sobre as antocianinas extraidas da casca
da soja constatando que ap6s aquecimento a 200 °C, o conteudo de cianidina-

3-glicosideo decresceu a 13%.

2.1.2 Isoflavonas

As isoflavonas predominantes na soja sao genistina e daidzina
(como glicosideos) e suas formas agliconas correspondentes, genisteina e
daidzeina (ANDRADE et al., 2016; CHEN et al., 2016). Suas atividades
biolégicas parecem estar relacionadas com suas formas (BARBOSA et al,
2006) e a presenca e concentracdo nos produtos a base de soja dependem
das condicées de processamento (WANG e MURPHY,1996; GOES-FAVONI et
al., 2004).

Esses compostos estao presentes na soja como glicosideos (97-98%) e
agliconas (2-3%) e sdo as agliconas que possuem atividade biologica. As
isoflavonas glicosidicas podem ser convertidas em agliconas pela acdo de
glicosidases, formando compostos biologicamente ativos (QIU e CHANG,
2010).

Assim como a composicdo centesimal dos gréos, a concentracao e
distribuicdo das isoflavonas podem variar de acordo com as condicbes

ambientais e de plantio (safra, solo, umidade, regido geografica, temperatura,

31



luminosidade) e fatores genéticos (cultivar, tamanho da semente, tipo de
tecido) (CHO et al., 2013).

Ainda que ndo sejam exclusivas da soja preta, as isoflavonas sao
compostos cuja atividade biolégica € muito estudada por possuirem estrutura
quimica e similaridades funcionais ao estrogénio humano 17-B-estradiol
(GENOVESE e LAJOLO, 2002; MUNROE et al., 2003), sendo classificadas
como moduladores seletivos naturais dos receptores de estrogénio
apresentando efeitos estrogénicos ou antiestrogénicos, em funcdo do horménio
endogeno, quantidade e tipo dos receptores estrogénicos (YUAN e CHANG,
2007). As isoflavonas estdo associadas a reducdo do risco de hipertensédo e
doencas cardiovasculares, bem como de desordens relacionadas a
perturbacdes hormonais como sindrome pds-menopausa, osteoporose, cancer
de mama e de colén (HONG et al., 2012).

As isoflavonas da soja e derivados sdo de trés tipos e cada tipo
apresenta quatro formas quimicas (Figura 2 e Figura 3), somando, assim, 12
diferentes estruturas quimicas: as agliconas (daidzeina, genisteina e gliciteina),
os B-glicosideos (daidzina, genistina e glicitina), e os derivados glicosilados
acetilados (6”-O-acetildaidzina, 6”-O-acetilgenistina, 6”-O-acetilglicitina), e
glicosilados malonilados (6”-O-malonildaidzina, 6”-O-malonilgenistina e 6”-O-
malonilglicitina) (JACKSON et al., 2002).

Aglicona R, R,
Daidzeina H H
Genisteina OH H
Gliciteina H OCH;

Figura 2 Estrutura das isoflavonas agliconas da soja.
Fonte: Adaptado de Felberg (2010).
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Figura 3 Estrutura das isoflavonas da soja.
Fonte: Adaptado de Felberg (2010).

Em estudo realizado por Kumar et al. (2010), foram analisados 6

no Quadro 3.

Quadro 3. Conteudo de isoflavonas em diferentes cultivares de soja preta

Namero de Médias de Referéncias

cultivares isoflavonas

estudadas (mg/100g)
28 100,91 Kim et al., 2005
1 100,72 Xu e Chang, 2008
6 46,49 a 147,88 Kumar et al., 2010
4 237,39 Cho et al., 2013
4 59,82 — 140,75 Pereira, 2015

gendtipos de soja amarela e 6 de soja preta e ndo foram observadas diferengas
significativas para as formas individuais e para o conteudo de isoflavonas totais
em soja amarela (104,54 mg/100g) e soja preta (108,43mg/100g). Na literatura,

a variacao de isoflavonas em soja preta € grande conforme pode ser observado
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2.2 SOJA PRETA E SAUDE

Recentemente, estudos sobre as atividades biologicas da soja preta tém
crescido significativamente, devido a presenca dos compostos fendlicos,
isoflavonas e, em especial, pelo conteddo de antocianinas. Esses ultimos sé&o
compostos bioativos presentes no tegumento dos graos de soja preta e a
reducdo do risco de varias doencas € atribuida, em parte, a sua atividade
antioxidante (ASTAD e PAICE, 2011).

Pesquisas tém demonstrado que a soja preta, pelos seus compostos
bioativos, possui atividade antidiabetes (KANAMOTO et al., 2011),
antiobesidade (KIM et al., 2007; DO et al., 2011), anticancer (KIM et al., 2008;
SLAVIN, KENWORTHY e LIANGLI, 2009; YE e NG, 2011; ZOU e CHANG,
2011), anti-inflamatéria (KIM et al., 2008; KIM et al., 2011), hipolipidémica
(TAKAHASHI et al., 2005; SLAVIN, KENWORTHY e LIANGLI, 2009) e
antimutagénica (HUNG, HUANG e CHOU, 2007), entre outras. Nesse sentido,
o consumidor vem mostrando crescente interesse por produtos prontos que

agreguem praticidade e beneficios a saude (ITAL, 2010).

A ingestao diaria de no minimo 25 g de proteina de soja é associada a
reducao do risco de doencas cardiovasculares, inclusive com permissao de uso
de alegacdes de saude tanto no Brasil quanto em outros paises (TAKAHASHI
et al., 2005; BRASIL, 2008; USFDA, 1999).

Em investigacdo do efeito inibidor da soja preta sobre a oxidagdo da
lipoproteina de baixa densidade (LDL) em comparacdo com a soja amarela, o
extrato metandlico de soja preta apresentou um tempo de inicializacdo da
oxidacdo da LDL mais longo que o apresentado pela soja amarela. Além disso,
o conteudo de polifendis totais foi maior na soja preta, sugerindo assim, que ela
pode ser mais efetiva que a soja amarela na inibicdo da oxidacdo do LDL
(TAKAHASHI et al., 2005).

O extrato etanodlico de grdo de soja preta também apresentou acao
inibitoria potente sobre a agregacéo plaquetaria e desenvolvimento de doencas
trombdticas (KIM et al., 2011).

Potencial efeito antiobesidade foi atribuido a um peptideo inibidor de

adipogénese isolado e identificado a partir de hidrolisado de soja preta (KIM et
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al., 2007). Também foram demonstrados, em estudo com ratos, os efeitos
preventivos do extrato etandlico de casca de soja preta sobre a obesidade e
intolerdncia a glicose por meio da regulagdo positiva de proteinas
desacopladoras (UCPs) (KANAMOTO et al., 2011), envolvidas na regulacao de
peso corporal e regulacdo negativa da expressao inflamatéria de citocinas no
tecido adiposo (BOSCHINI e GARCIA JUNIOR, 2005; KANAMOTO et al.,
2011).

O interesse em elucidar os mecanismos pelos quais substancias
presentes na soja preta atuam prevenindo ou inibindo a formacdo e
proliferacdo de células cancerosas também tem norteado diversas pesquisas
(KIM et al., 2007; ZOU e CHANG, 2011).

Além disso, a demanda por mais estudos também vem sendo orientada
pelo crescente interesse do consumidor por produtos que conciliem praticidade
e beneficios a saude (ITAL, 2016).

2.3 PROCESSAMENTO DE SOJA PRETA

Os produtos a base de soja preta representam um nicho de grande
potencial a ser explorado e uma oportunidade de desenvolvimento de
tecnologias e produtos de alto valor agregado considerando seu histérico de
uso medicinal e os recentes estudos avaliando seus potenciais beneficios a

saude.

O processamento pode gerar alteragdes importantes na composicdo dos
alimentos. Trabalhos recentes com alimentos tradicionais da cultura oriental
como o natto, o tempeh e o tofu, elaborados a partir da soja preta, avaliaram a
influéncia dos processos de torrefacdo (KIM et al., 2011; SHIH et al, 2013),
cozimento (XU e CHANG, 2008b; KIM et al., 2011) e fermentacao (FENG et al.,
2008; YAO, XIAO-NAN e DONG, 2010; LEE et al., 2015) na alteracdo dos
perfis de compostos bioativos e da atividade antioxidante de soja com

tegumento preto.
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Entretanto, carecem trabalhos sobre o uso da soja preta como matéria-
prima na producdo dos alimentos de soja de maior consumo no ocidente, a

exemplo das bebidas e seus derivados.

2.3.1 Extrato de soja e extrato de soja preta

A legislacdo brasileira na década de 70 até inicio dos anos 2000,
Resolugdo CNNPA n° 14, de 28 de junho de 1978, determinava que extrato de
soja fosse o produto obtido a partir da emulséo aquosa resultante da hidratacéo
dos gréos de soja, convenientemente limpos, seguido de processamento
tecnoldgico adequado, adicionado ou ndo de ingredientes opcionais permitidos,
podendo ser submetido a desidratacdo, total ou parcial. Como produto
resultante, o extrato de soja liquido deveria apresentar umidade maxima de
93%, minimo de 3,0% de proteinas e 1,0% de 6leo, e maximo de 2,8% de
carboidratos e 0,6% de cinzas (BRASIL, 1978).

Essa resolucdo foi revogada pela RDC n° 268/2005 da ANVISA
(BRASIL, 2005), a qual define apenas que o extrato liquido de soja deve
apresentar no minimo 3% (3 g/100 g) de proteina. Essa nova diretriz permitiu
outras possibilidades de producéo do extrato de soja (uso de proteina isolada
de soja e farinha micronizada) além dos extratos de soja liquidos e em po
obtidos de forma tradicional a partir do grdo (CALLOU et al., 2010).

A composicédo centesimal do extrato de soja pode ser influenciada por
fatores como a cultivar da soja, composicdo do grdo, método de obtencéo e
fator de diluicdo utilizado no processamento (FELBERG, 1994).

Durante o processo de producdo do extrato de soja é gerado um
subproduto, apdés a etapa de filtracdo, denominado okara. Sua composicéo
também depende da cultivar e processamento aplicado, apresentando quando
seca, em geral, 25,4-28,4% de proteinas, 9,3-10,9% de dleo, 40,2-43,6% de
fibras insoluveis, 12,6-14,6% de fibras soliuveis e 3,8-5,3% de carboidratos
solaveis (LIU, 2008).

Novos produtos comerciais, combinando extrato de soja hidrossollvel ou
proteina isolada de soja com sucos de frutas e saborizantes, tém obtido éxito

no mercado mundial (BEHRENS e SILVA, 2004; DONKOR et al., 2007). Essa
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variacdo de ingredientes resulta também em diferentes composi¢cdes das
bebidas. Um estudo realizado por Callou et al. (2010) analisou 65 bebidas de
soja comercializadas no mercado brasileiro quanto ao seu conteudo proteico.
As amostras foram divididas em quatro grupos: bebidas contendo extrato de
soja e sucos de frutas (grupo 1), bebidas contendo proteina isolada de soja e
suco de frutas (grupo 2), bebidas contendo extrato de soja e saborizantes
(grupo 3) e bebidas contendo proteina isolada de soja e saborizantes (grupo 4).
Foi observada grande variacdo entre os grupos e também entre amostras de
um mesmo grupo (Quadro 4).

As bebidas do grupo 4, caracterizadas pela auséncia de sucos de frutas,
apresentaram maiores conteldos de proteinas, enquanto as bebidas
adicionadas de sucos tiveram menores valores de proteinas uma vez que eles

agem como diluentes da proteina de soja.

Quadro 4. Conteudo de proteinas de bebidas a base de soja disponiveis no
mercado brasileiro

Grupo de bebidas | Conteldo de proteinas (g/200mL)
1 0,9-2,9
2 0,8-2,2
3 4,8-5,9
4 5,4-6,0

Varios foram os métodos de obtencdo de extrato e bebidas de soja
desenvolvidos ao longo dos anos. O método tradicional chinés para preparacao
de extrato de soja consiste basicamente de macera¢do em agua fria por 8-12
horas, lavagem e trituragdo com &agua fria na proporcdo soja:agua entre 1:8 e
1:10, seqguida de filtracdo e cozimento (TANTEERATARM et al.,, 1999).
Também tradicional, o método japonés apresenta uma pequena diferenca do
chinés pelo cozimento do extrato ser realizado antes da filtracdo, com a
alegacao de facilitar a extragdo e aumentar o rendimento.

Esses processos orientais tradicionais apresentam como vantagens a

simplicidade e a facilidade de serem feitos em casa. Contudo, 0s extratos
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obtidos apresentam sabor e aroma residuais ndo agradaveis ao paladar
ocidental, além de resultarem em baixos rendimentos de producéo (LIU, 1999).

Muitos processos de obtencéo de extrato de soja foram estudados para
melhorar suas caracteristicas sensoriais, tornando-o mais adequado ao paladar
ocidental, tais como uso de alcalis na 4gua de maceracdo ou cozimento e
trituracdo dos grédos em agua quente (WILKENS et al.,1967; NELSON et al.,
1976; TANTEERATARM et al., 1999; FELBERG et al. 2009), uso de outras
matérias-primas tais como farinhas desengorduradas, concentrados e isolados
proteicos (RODRIGUES et al., 2003), bem como o desenvolvimento de
cultivares de soja especiais, principalmente em relacdo a reducédo dos teores
de lipoxigenases (TORRES-PENARANDA & REITMEIER, 2001; CIABOTTI et
al., 2006; EMBRAPA SOJA, 2017).

Dessa forma, os avancos tecnologicos e cientificos empregados na
obtencdo do extrato e das bebidas de soja permitiram a melhoria de suas
caracteristicas sensoriais levando ao aumento do seu consumo no setor de
alimentos a base de soja. Por outro lado, poucas informacdes estao disponiveis

na literatura em relacéo a bebidas obtidas a partir de soja preta.

De Morais et al. (2014) elaboraram extrato de soja preta para
preparacao de queijos de soja tipo quark e petit suisse utilizando os seguintes
parametros: propor¢do grdo de soja:agua igual a 1:8 (p/v), hidratacdo e pré-
aguecimento a 80 °C por 10 minutos, seguido de trituracao para obter o extrato
e subsequente tratamento a 98 + 2 °C por 5 minutos. Como resultado desse
processamento, foi obtido um produto contendo compostos fendlicos e alta
atividade antioxidante, reforcando a importancia da presenca da casca durante
a producédo do extrato de soja preta.

Chen et al. (2012) aumentaram o teor de isoflavonas agliconas em
extrato de soja preta pela acdo de B-glicosidases adicionadas. Para esse
estudo, o extrato de soja foi obtido por trituracdo dos graos de soja preta com
agua, filtracéo e autoclavacdo a 121 °C por 20 minutos.

Mais estudos sdo necessarios para compreender o comportamento das

antocianinas da soja preta frente as etapas de processamento do extrato.
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2.4 BEBIDAS FERMENTADAS DE SOJA E DE SOJA PRETA

Os alimentos lacteos fermentados fazem parte da dieta humana em
muitas regibes do mundo desde que o homem domesticou 0s animais.
Historicamente, produtos derivados da fermentacéo de leite de varios animais
apresentam maior periodo de conservacdo, permitindo o consumo de
nutrientes do leite por um periodo de tempo consideravelmente mais longo do
que o possivel para o leite in natura (CHANDAN, 2006). Contudo foi somente
no século 20 que pesquisadores identificaram os microrganismos responsaveis
pela fermentacdo do iogurte e encontraram explicagbes para os beneficios
associados ao seu consumo (FISBERG e MACHADO, 2015).

A idéia de fazer um iogurte de extrato de soja remonta de 1910,
concebida pelo cientista chinés Li Yu-ying que fundou na Franca uma fabrica
de alimentos de soja denominada Usine de la Caseo-Sojaine. A empresa
lancou a primeira bebida de soja fermentada com culturas laticas comerciais,
ainda que ndo se saiba quais culturas foram utilizadas (SHURTLEFF e
AQOYAGI, 2012).

Mais recentemente, a demanda por bebidas alternativas ao leite animal
tem crescido no Ocidente devido a problemas como alergenicidade a proteina
do leite, intolerancia a lactose, interesse por reducdo de consumo de gorduras
saturadas e procura por alternativas vegetarianas. Neste contexto, ocorre um
crescimento no interesse por bebidas fermentadas a base de soja
(FARNWORTH et al., 2007; ITAL 2010).

A fermentacédo, por ser uma técnica simples, de baixo custo e conhecida
principalmente por melhorar as caracteristicas sensoriais e nutricionais dos
alimentos, pode contribuir para aumentar o consumo de bebidas de soja no
Brasil. Ademais, além das propriedades funcionais atribuidas as bebidas
lacticas fermentadas tradicionais, as bebidas fermentadas de soja apresentam
vantagens adicionais, pois sao naturalmente isentas de lactose, caseina e
colesterol, além de apresentarem baixo teor de gordura saturada (COURI et al.,
2006).

O processo de fermentacdo do extrato de soja € conduzido de forma

semelhante ao processamento de leite fermentado. A fermentacdo do acucar
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faz com que ocorra a diminuicdo do pH, modificando a carga superficial das
proteinas que se agregam formando uma rede que aprisiona a fase liquida e
goticulas de gordura (FERRAGUT et al., 2009).

Na década de 70, os procedimentos para producdo de extrato de soja
fermentado consistiam na utilizacdo de cultura mista de Lactobacillus
bulgaricus e Streptococcus thermophilus, podendo ser adicionado também de
Lactobacillus acidophilus. A inoculacdo da cultura deveria ser feita a
temperaturas inferiores a 47 °C, para nao eliminar os microrganismos, e em
seguida o extrato deveria ser incubado entre 37 °C e 41 °C por 7 a 16 horas,
até atingir pH proximo a 4 e aproximadamente 0,75% de &cido latico
(SHURTLEFF e AOYAGI, 1979).

Ainda hoje Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus thermophilus sédo os
principais microrganismos utilizados na obtencédo de bebida fermentada de soja
(RINALDONI, CAMPDERROS e PADILLA, 2012; YE et al., 2013; MEI, FENG e
LI, 2017). Entretanto, outras culturas laticas vém sendo aplicadas, com
destaque para a utilizacdo de cepas probidticas (Lactobacillus acidophillus;
Lactobacillus casei e Bifidobacterium bifidum), que podem conferir
propriedades de saude adicionais as bebidas de soja (ROSSI et al., 2011; LEE
et al., 2015).

Por definicdo, probidticos sdo microrganismos capazes de melhorar o
equilibrio microbiano intestinal produzindo efeitos benéficos a saude do
individuo (BRASIL, 2002). Segundo a FAO/WHO (2002), probiodticos sao
microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas,
conferem beneficios a salde do hospedeiro. A maior parte dos efeitos positivos
atribuidos aos microrganismos probidticos estdo relacionados ao trato
gastrointestinal. Diversas cepas de bactérias probidticas sdo capazes de
modular temporariamente a microflora intestinal e inibir a colonizagdo do
intestino por potenciais patdégenos, assim como evitar a translocacdo de
bactérias patogénicas pela parede intestinal e a infec¢do de outros 6rgaos (DE
VRESE e SCHREZENMEIR, 2008).

Durante a fermentacéao latica pode ocorrer a formacao de acetaldeido e
diacetil que conferem caracteristicas sensoriais agradaveis, melhorando a
aceitabilidade do extrato de soja. Além disso, 0 processo fermentativo pode

40



reduzir a quantidade dos oligossacarideos rafinose e estaquiose que, quando
fermentados pela microflora presente no intestino, resultam na formacao de
diéxido de carbono, hidrogénio e metano levando a flatuléncia (ADETUNJI et
al., 2006; CRUZ et al., 2009). Esses mesmos oligossacarideos podem atuar
como prebidticos favorecendo o desenvolvimento das bactérias laticas (BREN,
DOS SANTOS, DE ALMEIDA, 2010; OLIVEIRA et al., 2010).

Quanto ao efeito da fermentacdo sobre os compostos fendlicos e
atividade antioxidante da soja e produtos derivados, estudos mostraram que o
processo fermentativo exerce efeitos positivos devido a habilidade de algumas
bactérias laticas converterem as isoflavonas glicosidicas em suas agliconas
bioativas. Essa transformacéo favorece a absorcédo intestinal, pois na maioria
dos casos as agliconas sdo mais prontamente absorvidas a partir do intestino
delgado do que suas contrapartes glicosidicas (BARNES et al., 2011).

Ainda sdo muito poucos os trabalhos encontrados sobre obtencéo de
extrato de soja preta fermentado. Chun et al. (2008) estudaram o efeito da
fermentacdo em extrato de soja preta, amarela e combinacdo de ambos e
avaliaram o conteudo de isoflavonas, atividade antioxidante e caracteristicas
sensorias. Os extratos foram obtidos por maceracdo dos grdos durante a noite,
descascamento dos graos de soja amarela e manutencéo da casca para a soja
preta, trituracdo com agua a 90°C, filtracdo, centrifugacéo e tratamento térmico
a 121°C por 15 minutos. Quatro diferentes bebidas foram preparadas pela
combinacdo de extrato de soja amarela:extrato de soja preta nas seguintes
propor¢des: 100:0, 70:30, 50:50, 0:100, e subsequente fermentacdo por
Streptococcus. infantarius 12 e Weissella sp. 4. O conteudo de isoflavonas
agliconas (daidzeina e genisteina) aumentou pela fermentacdo e a atividade
antioxidante aumentou significativamente com o aumento do percentual de
extrato de soja preta na mistura final. Em relagcdo a avaliacdo sensorial, a
bebida obtida com 100% de extrato de soja amarela apresentou os maiores
valores para todos os atributos sensoriais. A bebida feita a partir de 100% de
extrato de soja preta obteve os menores valores para os atributos de cor e
textura.

Lee et al. (2015) avaliaram a influéncia de diferentes culturas iniciadoras
sobre a conversédo de isoflavonas glicosidicas em aglicona e sobre alteracdes
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na atividade antioxidante durante a fermentacdo de extrato de soja preta.
Assim como no trabalho de Chun et al. (2008) foi observada alta taxa de
conversédo de isoflavonas glicosidicas em agliconas e a atividade antioxidante
do extrato fermentado foi superior a atividade do extrato ndo fermentado, tendo
sido crescente ao longo de 24 horas de fermentacdo, para todas as culturas
laticas estudadas.

N&o foram encontrados estudos avaliando o efeito do processo de

fermentacao sobre o contetdo de antocianinas do extrato de soja preta.
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CAPITULO 3 TESTES PRELIMINARES PARA OBTENCAO DE
EXTRATO DE SOJA PRETA UTILIZANDO METODOLOGIAS DESCRITAS
OU ADAPTADAS DA LITERATURA

3.1 INTRODUCAO

Dentre os produtos derivados da soja, 0 extrato de soja se apresentou
como o de mais facil inclusdo no mercado ocidental, destacando-se como um
produto de alto valor nutritivo, pronto para beber e de custo relativamente baixo
(FELBERG et al., 2009). As bebidas de soja foram o grande destaque da
inclusdo de produtos derivados da soja no mercado ocidental devido a
praticidade e conveniéncia com que foram incorporadas no habito alimentar
desta populagéo (SOARES, 2011). Anteriormente mais restrita ao consumo de
um puablico especifico como as pessoas com intolerdncia a lactose,
vegetarianos e individuos com restricdes alimentares, tornou-se um produto
consumido pela populacdo em geral, que pode ser encontrado de diversas
marcas e sabores no mercado brasileiro (ITAL, 2016).

Essas bebidas podem ser tecnologicamente processadas, tanto a partir
do grdo como de outros derivados. A Resolucdo RDC n° 91, de 18 de outubro
de 2000 (BRASIL, 2000) estabelece como ingredientes obrigatérios nas
bebidas de soja o extrato de soja (integral e/ou desengordurado) e/ou proteina
concentrada de soja e/ou proteina isolada de soja e/ou proteina texturizada de
soja e/ou outras fontes proteicas de soja, excluindo o farelo tostado de soja.
Farinhas de soja e graos de soja "in natura" somente podem ser utilizadas
quando inativados ou quando o processo tecnolégico de fabricacdo do produto
garantir a inativacao das enzimas.

O extrato de soja € uma emulsdo liquida obtida por processamento
adequado, resultando em um produto com aparéncia semelhante ao leite de
vaca, porém diferente em sabor e composicdo (POLISELI-SCOPEL et al.,
2012). O extrato de soja oriental tradicional é obtido por maceracdo da soja,
moagem em agua fria, filtragdo para remover residuos insollUveis e cozimento

para reduzir antinutrientes e inativar as lipoxigenases, enzimas cuja atividade
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resulta em compostos que conferem sabor residual de grdao (TAN, CHANG,
ZHANG, 2016).

Apesar dos reconhecidos beneficios da soja, seu consumo ainda é baixo
em paises ocidentais. De acordo com dados da Associacdo Brasileira das
Industrias de Refrigerantes e de Bebidas ndo Alcodlicas (ABIR), o volume de
produgdo de bebidas de soja no mercado brasileiro em 2015 foi de,
aproximadamente, 20,7 milhdes de litros e o consumo per capita de 1,0 litro.
Dentre as razdes para 0 baixo consumo de extrato de soja destaca-se o sabor
residual de grdo (AL MAHFUZ et al.,

2004). Muitos esforcos tém sido realizados para eliminar ou minimizar o
sabor residual no extrato de soja, dentre os quais o0 uso de tecnologias simples,
como o branqueamento e a moagem com Aagua quente para reduzir
efetivamente a formacdo de compostos de oxidacdo e, consequentemente,
aumentar a aceitagdo dos consumidores (TANTEERATARM, NELSON, WEI,
1999; BENETTI; FALCAO, 2003; LV; SONG, 2011).

Existe ainda caréncia de informacdes na literatura sobre como o0s
meétodos usualmente utilizados no processamento do extrato de soja amarela
podem afetar a qualidade do extrato de soja preta. Portanto, esta parte do
trabalho teve como objetivo avaliar o efeito das condi¢cbes de processamento
na obtencao de extrato de soja preta por meio da avaliacdo do perfil e teor das
antocianinas nos extratos obtidos a partir de cinco diferentes processos

descritos ou adaptados da literatura.

3.2 MATERIAIS E METODOS
3.2.1 Matérias-Primas

Duas sojas pretas (comercial e linhagem desenvolvida pela Embrapa)
foram utilizadas como matérias-primas e, por esta razédo, o estudo de obtencéo
dos extratos foi conduzido em duas fases independentes (Fase | e Fase II).

Na Fase |, foram utilizados grdos de soja preta adquiridos no comércio
varejista da cidade de Sao Paulo, referidos neste estudo como SPcomercial, POIS
nao houve disponibilidade da matéria-prima objeto do estudo (soja preta
(Glycine max (L.) Merrill), linhagem BRM 09-50995) no inicio do projeto devido

a guestdes agrondmicas de época de colheita.
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A Fase Il foi iniciada assim que a soja preta, linhagem BRM 09-50995,
desenvolvida pelo programa de melhoramento de soja para alimentacéo
humana da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) e
colhida na safra 2013, foi disponibilizada para o estudo (SPembrapa)-

Tanto a SPcomercial quanto a SPemurapa @apresentavam o tegumento externo

preto e o cotilédone amarelo (Figura 4).

Figura 4. Soja com tegumento preto e cotilédone amarelo.

3.2.2 Métodos
3.2.2.1 Fase |

Nesta fase, foram testados trés processos, convencionalmente utilizados
na producdo de extrato de soja amarela, para a obtencdo de extrato de soja
preta (Figura 5). O processo 1 foi o tradicional Chinés, no qual se utiliza agua
fria durante todo o processo e somente ao final o extrato passa por tratamento
térmico (TANTEERATARM, NELSON, WEI, 1999). O processo 2 consistiu das
mesmas etapas do processo 1, contudo a lavagem dos grdos macerados e
posterior trituragcdo foi realizada com agua em ebulicdo (BENASSI,
YAMASHITA, PRUDENCIO, 2011). No processo 3, o cozimento dos gréos foi
realizado em solugao alcalina (NELSON, STEINBERG, WEI 1976; FELBERG
et al., 2009).

Com o objetivo de observar o efeito da etapa de pasteurizacdo sobre o

teor de antocianinas, as amostras de extrato de soja preta foram colhidas

54



imediatamente antes e apds a etapa de pasteurizacdo para todos o0s

processamentos estudados totalizando seis experimentos. Todas as bebidas

foram liofilizadas e conservadas a -18°C para posterior andlise.

(A)

SOj a Preta comercial

l

Lavagem

l

Maceracédo

l

Drenagem

I
Lavagem a frio

!
Drenagem

l

Trituragdo a frio

!
Centrifugacdo

!
Extrato de soja preta (A*)

l

Pasteurizacdo

l

Resfriamento
!

Extrato de soja preta (D*)

(B)

Soja Preta ¢omercial

!

Lavagem

!
Maceracédo
!
Drenagem

1
Lavagem a quente

!
Drenagem
!
Trituragdo a quente
!
Centrifugacéo

!

Extrato de soja
preta

1
Pasteurizacdo

l

Resfriamento

!

Extrato de soja
preta (D*)

(©)

SOj a Preta comercial

!

Lavagem

!

Maceracédo

l

Drenagem

1
Lavagem a quente

!
Drenagem

!
Cozimento ¢/ NaHCOg

1
Drenagem

!
Triturag&o a quente
!
Centrifugacgéo

!

Extrato de soja preta
!
Pasteurizacdo

!
Resfriamento

1
Extrato de soja preta (D*)

Figura 5. Processos para obtencao de extrato de soja preta testados na Fase I.
(A) Processo 1; (B) Processo 2; (C) Processo 3. A*: antes da pasteurizacao.

D*: depois da pasteurizagao.
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O detalhamento de cada uma das operacdes unitarias utilizadas nos

processos 1 a 3 esta descrito a seguir:

e Maceracao: intumescimento do grdo em agua fria em temperatura de

refrigeracao (8 °C * 2) por 16 horas;
¢ Drenagem: Escoamento da agua;

e Lavagem a frio: Imersdo da soja em agua em temperatura ambiente por

2 min;
e Lavagem a quente: Imersdo da soja em agua a ebulicdo por 2 min;

e Trituracdo a frio: Trituracdo da soja com agua em temperatura ambiente

(1:8 soja:agua);

e Trituracdo a quente: Trituracdo da soja com agua em ebulicdo (1:8

soja:agua);

e Cozimento com NaHCOg3;: Cozimento da soja com solu¢cdo de NaHCO3
(0,25%) em ebulicdo por 10 min;

e Centrifugacdo: Separacdo do extrato sollvel do residuo (okara) por
processo de centrifugacdo (IEC Model K7165; filtro de nylon 150 uym; V =
4000 rpm; t =5 min);

e Pasteurizacdo: Tratamento térmico do produto final a 98 °C por 10 min.

Andélise de antocianinas na SPcomercia € €Xtratos obtidos nos processos 1
a3

Para analise de antocianinas da SP.omerciai € d0OS extratos dela obtidos, a
extracdo foi realizada conforme Santiago et al. (2010). A analise cromatogréfica
foi conduzida em equipamento de cromatografia liquida de alta eficiéncia
Waters® Alliance modelo 2690/5, com detector de arranjo de fotodiodos
Waters® modelo 2996, software Empower®, utilizando coluna Thermo® BDS
HYPERSIL Ci5 (4,6x10mm, 2,4 um), mantida a 40 °C, e gradiente de &cido
formico 5% e acetonitrila como fase moével, com fluxo de 1,0 mL/min e 20 pL de
injecdo. A quantificagéo foi realizada por padronizagédo externa, por meio da
elaboracdo de curva analitica com padrbes das antocianinas delfinidina-3-
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glicosideo, cianidina-3-glicosideo e petunidina-3-glicosideo, isolados segundo
Gouvéa et al. (2012).

3.2.2.2 Fase |l

Em funcao dos resultados obtidos na Fase I, foi verificada a necessidade
de avaliar outros métodos para o processamento do extrato de soja preta.
Desta forma, nesta segunda fase do estudo, o aproveitamento integral do
liguido de cozimento e o uso de temperatura inferior a de ebulicdo foram
testados, conforme a metodologia utilizada por De Moraes Filho et al. (2014)
(processo 4) apresentado na Figura 6 (A). Além disso, uma etapa prévia de
moagem dos graos SPemprapa fOi incorporada a esta metodologia para avaliar a
influéncia do aumento da superficie de contato sobre a extracdo das
antocianinas, configurando no processo 5 apresentado Figura 6 (B). Os dois
estados iniciais da matéria-prima, soja preta em grdo e moida, estdo

representadas na Figura 7.

Para todos os processamentos estudados, amostras foram colhidas
imediatamente antes e depois da etapa de pasteurizacdo com o0 objetivo de
observar o efeito desta etapa especifica sobre o teor de antocianinas,
totalizando quatro experimentos. Todas as bebidas foram liofilizadas e

conservadas a -18°C para posterior analise.
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(A) (B)
Soja Preta gmprapa Soja Preta gmprapa
l l
Lavagem Lavagem
l l
Cozimento 80°C Moagem do gréo
l l
Trituracdo c/ 4gua coz. Cozimento 80°C
l l
Centrifugacao Trituracdo c/ agua coz.
1 1
Extrato de soja preta (A*) Centrifugagéo
l 1
Pasteurizagéo Extrato de soja preta (A*)
l 1
Resfriamento Pasteurizacdo
1 1
Extrato de soja preta (D*) Resfriamento
1
Extrato de soja preta (D*)

Figura 6. Processos para obtencéo de extrato de soja preta testados na Fase
Il. (A) Processo 4; (B) Processo 5. A*: antes da pasteurizacdo. D*: depois da
pasteurizacao.

O detalhamento de cada uma das operac¢des unitarias utilizadas nos
processos 4 e 5 esta descrito a seguir:

e Moagem do gréo: moagem dos graos de SPemprapa €M moinho martelo
(Perten Laboratory Mill 3100) com peneira de 0,8 pm;

e Cozimento 80°C: cozimento da matéria-prima com agua (1:8 m/m) a

temperatura de 80°C por 10 min.

e Trituracdo com agua do cozimento: Trituragcdo da mistura soja+agua em

um processador Waring® Blender por 2 min. (Figura 7 B);

e Centrifugacdo: Separagdo do extrato solUvel do residuo (okara) por
processo de centrifugagéo (IEC Model K7165; filtro de nylon 150 ym; V =
4000 rpm; t =5 min);
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e Pasteurizagao: Tratamento térmico do produto final, T = 98 °C; t = 10

min.

()

Figura 7. Soja preta em graos (A) e soja moida (B).

Analise de antocianinas na SPemprapa € €Xxtratos obtidos nos processos 4 e
5

Frente a dificuldade observada para extracdo de antocianinas das
amostras pela metodologia empregada durante a Fase |, verificou-se a
necessidade de estudar métodos mais adequados de extracdo para analise de
antocianinas da soja preta. Em trabalho desenvolvido por Pereira et al. (2014)
utilizando a mesma linhagem de soja SPemprapa, foram comparadas quatro
metodologias de extracdo de antocianinas de soja preta descritas na literatura,
com variacbes em termos de tempo e temperatura (50 °C/1h; 4 °C/24h; 4
°C/48h e 100 °C/30 min). O conteudo de antocianinas totais encontrado nos
extratos obtidos a 50 °C /1 hora; 4 °C /24 horas; 4 °C /48 horas e 100 °C /30
min foi de 757, 615, 432 e 155 mg/100g de casca, respectivamente.

Com base nesses resultados, foi adotada a metodologia de extragéo a
50 °C/1h (WANG et al., 2014), com as adaptacdes descritas em Pereira et al.
(2014). Amostras de 1 g do grao e dos extratos foram adicionadas a solucao de
metanol/agua/acido cloridrico (60:39:1), em banho-maria a 50 °C por 1 hora,
com agitacdo em voértex a cada 5 minutos. Apos a extragdo, a mistura foi
centrifugada (SORVAL LEGEND Centrifuge XRT) a 12.000 RPM por 10 min a

25°C. O sobrenadante foi completado a 50 mL (baldo volumétrico) com solucéo
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de extracéo, filtrado através de membrana PTFE (CHROMAFIL Xtra — 45/25,
poro 0,45uM, filtro-@:25 mm) e armazenado em frasco ambar a -18°C. As

amostras foram feitas em duplicata.

Para determinacdo do teor de antocianinas, uma aliquota de 1 mL do
extrato foi seca com ar comprimido, sendo a mesma ressuspensa em metanol
e &cido formico para andlise cromatografica. A andlise cromatogréfica foi
realizada conforme ja descrito para a Fase |I.

3.3 RESULTADOS

Trés antocianinas foram identificadas tanto na SPcomercia quanto na
SPembrapa:  delfinidina-3-glicosideo, cianidina-3-glicosideo e petunidina-3-
glicosideo, sendo a cianidina-3-glicosideo a antocianina majoritaria. Estas
também foram as mesmas antocianinas identificadas por Koh et al. (2014) nas
duas variedades de soja preta analisadas. Os resultados estdo de acordo
também com os encontrados por Zhang et al. (2011) que avaliaram a
composicao de antocianinas da casca de 60 sojas pretas de origem Chinesa e
embora tenham identificado a presenca de 6 diferentes antocianinas,
verificaram que a cianidina-3-glicosideo foi a mais abundante em todas as
variedades estudadas.

Diferentemente do que ocorreu para 0s graos de soja preta, as amostras
de extrato de soja preta apresentaram diferentes perfis devido a perda de
antocianinas durante o processamento. Os resultados dos grédos e dos extratos

correspondentes serdo apresentados em funcéo das Fases | e 1l do estudo.
3.3.1 Fasel

O primeiro e o terceiro processo (Tabela 1) mostraram-se absolutamente
inadequados para o processamento de extrato de soja preta, com a completa
degradacdo das antocianinas. No processo 1, a drenagem da agua de
maceracao foi uma etapa de perda consideravel de antocianinas e a trituragédo
a frio subsequente ndo permitiu que houvesse uma extracdo eficaz das

antocianinas do grdo para a solucdo. Por outro lado, no processo 3, O
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cozimento em solucéo alcalina favoreceu a solubilizacdo das antocianinas, uma
vez que a aplicacdo de calor é a base de muitas técnicas de extracdo de
compostos bioativos (AZMIR et al.,, 2013), porém, a etapa seguinte de

drenagem resultou na total perda destes compostos.

Tabela 1. Perfil e teor de antocianinas presentes no grao de SPcomercial € NOS
extratos de soja preta obtidos a partir dos processos avaliados na Fase |

Antocianinas (mg/100g, BS**)

Amostra® Deffinidina-3-  Cianidina-3- ~ Petunidina-3-

glicosideo glicosideo glicosideo Total

Gréo de SPeomercial 0,14 39,41 0,57 40,12
Extrato de soja preta 1-A ND* 0,36 ND* 0,36
Extrato de soja preta 1-D ND* 0,15 ND* 0,15
Extrato de soja preta 2-A ND* 22,99 ND* 22,99
Extrato de soja preta 2-D ND* 12,89 ND* 12,89
Extrato de soja preta 3-A ND* ND* ND* ND*
Extrato de soja preta 3-D ND* ND* ND* ND*

ND*: ndo detectado, valor menor que o limite de deteccao do instrumento. BS**: base seca. s
Extratos de soja obtidos a partir dos processos 1, 2 e 3. A: antes da pasteurizag&o. D: depois
da pasteurizagéo.

Na Figura 8, € possivel observar a cor da solucéo obtida apds a etapa
de maceracao e apdés a etapa de cozimento com bicarbonato. A solucdo apés o
cozimento (Figura 8 B) ficou muito mais escura do que a resultante da
maceracao (Figura 8 A) sugerindo uma maior solubilizacdo das antocianinas

em funcéo do calor aplicado.

(A) (B)

Figura 8. (A) agua de maceracéo; (B) agua de cozimento.
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As amostras de extratos de soja preta obtidas no processo 2 (Figura 5),
no entanto, apresentaram uma quantidade consideravel de antocianinas (50%
do teor inicial do grdo) em comparagdo com 0s outros dois processos. Perdas
ocorreram em funcéo das etapas de drenagem apds a maceracédo e a lavagem
a quente, contudo, a trituracdo a quente parece ter favorecido a extracdo de
antocianinas para a solucdo. Este favorecimento pode ser explicado pelo fato
de, geralmente, temperaturas mais altas aumentarem as taxas de difusdo e
dissolucéo do soluto no solvente (FELLOWS, 2006). Contudo, a temperatura
de extracdo pode ser limitada em funcdo da degradacdo dos compostos
extraidos (PRASAD et al., 2011).

Em relacéo ao tratamento térmico, a pasteurizacdo mostrou ter um efeito
negativo sobre a estabilidade das antocianinas (Tabela 1) em todos os
processos estudados, reduzindo seu conteldo em quase metade em relacdo
ao extrato ndo pasteurizado, e confirmando a influéncia da exposicdo ao
aguecimento sobre a degradacdo das antocianinas. De fato, a degradacao de
antocianinas tem sido observada quando estas sdo submetidas a tratamento
térmico, uma vez que sdo compostos termo sensiveis (QUEIROZ et al., 2009;
OLIVEIRA et al., 2010). Corroborando com esses resultados, Sarkis et al.
(2013) avaliaram o efeito do aquecimento na degradacdo das antocianinas
durante o processamento da polpa de mirtilo e concluiram que a magnitude e a
duracéo do processo de aquecimento tém uma forte influéncia na estabilidade

desses pigmentos.
3.3.2 Fasell

Os resultados obtidos na Fase | revelaram que a migracdo das
antocianinas da casca para o liquido ndo ocorreu de maneira eficaz a
temperatura ambiente, e grande parte das antocianinas foram perdidas pela
drenagem dos liquidos apds a maceracdo e cozimento dos grédos. Em funcéo
desses conhecimentos adquiridos na Fase |, novos processos com a utilizagéo

de temperatura inferior a temperatura de ebulicdo e ndo descarte de liquidos
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foram testados. Os resultados da quantificacdo de antocianinas nas amostras
estudadas na Fase Il estdo apresentados na Tabela 2.

O uso de grdos moidos para obtencdo de extrato de soja preta
apresentou vantagens em relacdo ao uso de graos inteiros, confirmando que
um aumento na relacéo superficie/volume do alimento favoreceu a extracédo de
antocianinas do grao para a solucdo. Embora a influéncia do tamanho de
particula ndo tenha sido previamente avaliada para o processamento de extrato
de soja preta, Luthria et al. (2008) encontraram um maior rendimento de
extracdo de compostos fendlicos em salsa em forma de flocos devido a uma
maior area superficial por unidade de massa ter facilitado a acessibilidade do
analito ao solvente de extragéo.

Tabela 2. Perfil e teor de antocianinas presentes na SPemprapa € dOS extratos de
soja preta obtidos a partir dos processos avaliados na Fase I

Antocianinas (mg/100g, BS**)

Amostra® Delfinidina-3- Cianidina-3-  Petunidina-3-

S S S Total
glicosideo glicosideo glicosideo

SPEembrapa 16,74 42,39 6,45 65,58
Extrato de soja preta 4-A 4,38 36,63 4,40 45,41
Extrato de soja preta 4-D 1,93 23,34 2,66 27,92
Extrato de soja preta 5-A 8,12 40,01 5,81 53,94
Extrato de soja preta 5-D 3,86 38,82 4,76 47,44

ND*: ndo detectado, valor menor que o limite de deteccao do instrumento. BS**: base seca. s
Extratos de soja obtidos a partir dos processos 4 e 5. A: antes da pasteurizacdo. D: depois da
pasteurizacao.

Nesta fase, também foi verificado a ocorréncia de maior perda de
antocianinas nas amostras submetidas ao tratamento térmico de
pasteurizacdo, confirmando a influéncia negativa da exposicdo a temperatura
alta por tempo determinado na degradacao das antocianinas.

Considerando os processos estudados na Fase Il, o extrato de soja
preta com maior teor de antocianinas foi obtido a partir de soja preta moida,
nao pasteurizado (extrato de soja preta 5-A, Tabela 2). O produto final obtido
apresentou coloracdo caracteristica da presenca de antocinianas, bastante

distinta do extrato de soja quando elaborado com soja amarela (Figura 9).
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3.4

Figura 9. Extrato de soja preta com menor perda de antocianinas.

CONCLUSOES

Etapas de drenagem de liquidos apds procedimentos de maceracéo ou
cozimento de grdos de soja preta ocasionaram perda de antocianinas
durante a obtencao de extrato de soja preta;

O cozimento a 80°C por 10 min promoveu maior eficiéncia na extracdo
de antocianinas da casca da soja preta;

A utilizacdo de grdos de soja preta previamente moidos como matéria-
prima para a obtencao de extrato de soja preta favoreceu a extracédo das
antocianinas, quando comparado a utilizacdo do grdo inteiro submetido
ao mesmo processo de obtencao;

Estudos futuros devem ser conduzidos para definir condi¢des otimizadas
de processamento, de modo a estabelecerem parametros mais
adequados a producédo do extrato de soja preta com menores perdas de
antocianinas.

Diferentes processos para garantir a seguranca microbiolégica de
extrato de soja preta podem ser estudados com o intuito de conseguir

resultados ainda melhores do que aqueles obtidos com a pasteurizagao.
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CAPITULO 4 ESTUDO DOS PARAMETROS TEMPO E
TEMPERATURA DE COZIMENTO E DOS TRATAMENTOS DE
CONSERVACAO NA OBTENCAO DE EXTRATO DE SOJA PRETA COM
MAIORES TEORES DE COMPOSTOS BIOATIVOS E ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE

4.1 INTRODUCAO

Como visto no Capitulo 3 desta tese, os teores de isoflavonas e
antocianinas podem ser fortemente afetados pelo processamento (XU e
CHANG, 2008b). Neste sentido, as metodologias de processamento
comumente utilizadas para obtencdo do extrato de soja amarela ndo séo
adequadas para a producédo de extrato de soja preta. Diferentemente do extrato
de soja amarela que pode ser obtido a partir de grdos descascados ou néo, o
extrato de soja preta deve ser elaborado utilizando gréos integrais para que as
antocianinas presentes exclusivamente na casca sejam extraidas (XU e
CHANG, 2008a).

A temperatura de processamento também apresenta relevante impacto
sobre o0 conteuddo de antocianinas no extrato de soja preta. Baixas
temperaturas de processamento ndo favoreceram a extracao das antocianinas,
enquanto altas temperaturas promoveram intensa degradacdo destes
compostos (ESTEVES et al., 2017).

Além das etapas de obtencdo do extrato, tratamentos térmicos como a
pasteurizacdo e o tratamento a ultra-altas temperaturas (UHT) sédo aplicados
durante o processamento a (YUAN et al., 2008) com o objetivo de garantir a
seguranca alimentar do produto final. Novos métodos como a utilizacéo de alta
pressdo (APH) também vém sendo testados para assegurar a qualidade de
bebidas de soja (POLISELI-SCOPEL et al., 2012; TORO-FUNES et al., 2014;
2015).

Considerando todas as alteracfes de processamento propostas neste
trabalho, outro importante aspecto a ser considerado na elaboragcéo desse

novo produto € sua aceitacdo sensorial por parte do consumidor.
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Desta forma, as condicfes de processamento de extrato de soja preta
avaliando o bindbmio tempo-temperatura durante a etapa de cozimento e
diferentes métodos de conservagdo visando a manutencdo dos compostos
bioativos no produto final foram estudadas. Além disso, a aceitacdo sensorial
do produto obtido foi comparada a de bebidas comerciais de soja amarela

disponiveis no mercado brasileiro.

4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.1 Materia-Prima

A linhagem de soja preta (Glycine max (L.) Merrill) BRM09-50995
utilizada nesta etapa do estudo foi a mesma utilizada na fase Il descrita no
Capitulo 3 item 3.2.1 desenvolvida pelo Programa de Melhoramento de Soja
para Alimentacdo Humana da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA), colhida na regido de Passo Fundo, RS, na safra 2013/2014.

4.2.2 Métodos

4221 Determinacido da composicao centesimal dos grdos de soja preta

A determinacéo de umidade, cinzas, extrato etéreo e proteinas (fator de
conversao 6,25) dos graos integrais, cotilédone, e da casca de soja preta foi
realizada em triplicata segundo Métodos Oficiais da AOAC (2005). Os
carboidratos foram calculados por diferenca (100 g — gramas totais de

umidade, proteina, lipidios e cinzas) (TACO, 2011).

4.2.2.2 Obtencdo de extrato de soja preta (Delineamento experimental)

Para avaliar o efeito do tempo e da temperatura de cozimento sobre os
teores de antocianinas, isoflavonas e estimativa de atividade antioxidante do
extrato de soja preta foi realizado um delineamento experimental fatorial de 22
com trés repeticdes no ponto central, utilizando o software STATISTICA™,
versdo 12.0 para Windows (StatSoft®), totalizando sete ensaios randomizados
(Tabela 3).
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Tabela 3. Fatores (temperatura e tempo de cozimento) para delineamento
fatorial 2° do processamento de extrato de soja preta

Ensaios (E)
Fatores
El E2 E3 E4 E5 E6 E7
Temperatura (°C) 80 80 98 98 89 89 89
Tempo (min) 5 15 5 15 10 10 10

Os intervalos de tempo (5 a 15 minutos) e temperatura (80 °C a 98 °C)
de cozimento foram estabelecidos de acordo com estudos anteriores utilizando
soja amarela (FELBERG et al., 2009) e soja preta (DE MORAES FILHO et al.,
2014). Para o processamento dos extratos os grdos de soja preta foram
selecionados, lavados com agua corrente, secos em estufa a 70 °C por 5
minutos e moidos em moinho martelo (Perten Laboratory Mill 3100). O grédo
moido foi imerso em agua a temperatura determinada para cada ensaio do
planejamento na proporcdo de 1:10 (m/m) e mantida em banho sob
temperatura controlada durante o tempo do ensaio. Apdés 0 cozimento, a
mistura dos grdos e agua de cozimento foi homogeneizada em Waring®
blender por 2 min na velocidade baixa (Low) do equipamento e centrifugada
para separacao do extrato solavel (IEC Model K7165; filtro de nylon 150 um; V
= 4000 rpm; t = 5 min) (Figura 10). As amostras de extrato de soja preta foram
liofilizadas (Liobras K120) a temperatura de -97 °C e vacuo de operagdo 20
HUHg, sendo conservadas a -18°C para posterior analise do teor de isoflavonas,

antocianinas e da atividade antioxidante.
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Figura 10. Diagrama de processamento para obtencao de extrato de soja
preta.

4.2.2.3 Avaliacdo de diferentes tratamentos de conservacao

O extrato de soja preta, resultado da melhor condicdo experimental
obtida no delineamento fatorial (item 4.2.2.2), considerando menores perdas de
compostos bioativos e maior atividade antioxidante, foi submetido a quatro
diferentes tratamentos de conservagéo. Os tratamentos 1 (T1) e 2 (T2) foram
realizados conforme Felberg et al. (2009) com modificacdes. Resumidamente,
o extrato de soja preta recém-preparado foi submetido a temperatura de
ebulicdo (95-98 °C) por 5 e 10 min, respectivamente. Para o tratamento 3 (T3)
foi utilizado um trocador de calor (modelo FT25D Armfield, Reino Unido)
operado a 132 °C durante 6 s, semelhante as condi¢des utilizadas por Zhang et
al. (2015). O tratamento 4 (T4) foi realizado utilizando ultra alta pressado (APH)

a 200 MPa e temperatura de entrada de 45 °C (modelo nG7400H: 320
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Stansted, Reino Unido), de acordo com o limite do equipamento. Os produtos
resultantes desses quatro tratamentos foram comparados quanto ao seu

conteudo e perfil de antocianinas, teor de isoflavonas e atividade antioxidante.

4.2.2.4 Andlise de antocianinas

O teor e perfil de antocianinas foram determinados nos graos e nos
extratos de soja preta. A extracdo de antocianinas dos grdos moidos e dos
extratos de soja preta liofilizados foi realizada em duplicata, conforme
metodologia descrita por Wang et al. (2014) com modificacdes. Para 1 g de
cada amostra foi adicionado 20 mL de solucdo de extracdo (metanol/ agua/
acido cloridrico, 60: 39: 1) e a mistura mantida em banho de agua (IKA
HEIZBAD HB-250) a 50 °C durante 1 h, seguida por centrifugacdo (SORVALL
LEGEND Centrifuga XRT) a 12.000 RPM durante 10 min a 25 °C. O
sobrenadante de cada extracédo foi transferido para um baldo volumétrico de 50
mL e o centrifugado foi submetido a nova extragcdo, nas mesmas condicoes,
porém por apenas 30 minutos. O sobrenadante foi transferido para o baléao ja
com o conteldo da 12. extracdo e o volume completado até 50 mL (baldo
volumétrico) com a solucao de extracao (Figura 11). As solucbes metandlicas
obtidas foram filtradas em membrana de PTFE (politetrafluoretileno) com
tamanho de poro de 0,45 pm, armazenadas em frasco ambar a -18 °C. A
analise cromatogréfica foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) em um cromatégrafo Waters® Alliance 2695, com detector de arranjo
de fotodiodos Waters® 2996, utilizando coluna Thermo® BDS HYPERSIL Cyg
(100 x 4,6mm; 2,4um) mantida a 40 ° C, e gradiente acido férmico 5% e
acetonitrila como fase movel, com fluxo de 1 mL/min, de acordo com Gouvéa et
al. (2015).
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(A) (B)

Figura 11. Solucdes metandlicas de antocianinas de grdos de soja preta (A) e
extrato de soja preta (B).

A obtencéo e o processamento dos dados foram realizados utilizando o
software Empower® (Waters). Os espectros UV-Vis foram obtidos entre 200 e
600 nm e os cromatogramas processados a 520 nm. As antocianinas foram
identificadas considerando o comportamento cromatografico e os dados dos
espectros UV-Vis comparados a padrdes analisados nas mesmas condi¢des. A
identificagdo de cada antocianina foi confirmada por dados de massa
molecular, obtidos por espectrometria de massas utilizando um espectrémetro
Synapt G1 (Waters) equipado com fonte de ionizacdo por electrospray e
analisador de massa quadrupolo-tempo de voo (Q-TOF). A quantificacdo foi
realizada por calibracdo externa utilizando padrées de delfinidina-3-glicosideo,
cianidina-3-glicosideo e petunidina-3-glicosideo com purezas superiores a 99%
e confirmado por espectrdmetro de massa de Synapt Waters ESI- Q-TOF
(Gouvéa et al., 2015).

4.2.2.5 Andlise de isoflavonas

A extracdo e analise de isoflavonas (genistina, genisteina, daidzina,
daidzeina, glicitina e gliciteina) nos gréos e extratos de soja preta foram

realizadas em duplicata de acordo com AOAC (2005), método 2001.10. A
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analise foi conduzida utilizando um cromatografo Waters® Alliance 2695
(Waters, Waltham, MA, EUA) equipado com um detector de arranjos de
fotodiodos (PDA, Waters 2996). As isoflavonas foram separadas em uma
coluna YMC C18 (5 um, 4,6 x 250 mm), mantida a 45 ° C, utilizando um
gradiente de agua/metanol com 2% de acido acético como fase movel (1,3
mL/min) . A obtenc&o e o processamento de dados foram realizados utilizando
o software Empower® (Waters). Os espectros UV-Vis foram obtidos entre 200 e

400 nm e os cromatogramas processados a 260 nm.

A identificacdo de isoflavonas agliconas (genisteina, daidzeina e
glicitina) e glicosidicas (genistina, daidzeina e glicitina) foi realizada
considerando o comportamento cromatografico e os espectros UV-Vis
comparados ao padréo analisado nas mesmas condicfes. A quantificacdo das
isoflavonas foi realizada pela curva de calibragdo externa construida a partir de
solugcdes de padrbes (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) de todas as isoflavonas
avaliadas. As concentracdes dessas solucbes foram determinadas por
espectrofotometria, em equipamento Shimadzu modelo UV 1800, considerando
o0 coeficiente de extingdo molar individual de cada isoflavona, segundo Murphy
et al. (2002). Os resultados das isoflavonas totais foram expressos como
equivalentes em agliconas por soma do teor de isoflavonas agliconas
(genisteina, gliciteina e daidzeina) e seus respectivos glicosideos convertidos
em agliconas pelo uso de fatores de converséo (Tabela 4), tal como descrito na
AOAC (2005).

Tabela 4. Isoflavonas e fator de conversao aglicona/glicosideo correspondente

Isoflavona Massa Molecular Fatpr de co.nve,rséo
(g/mol) aglicona/glicosideo
Genisteina 270 -
Genistina 432 0,625
Daidzeina 254 -
Daidzina 416 0,611
Gliciteina 284 -
Glicitina 447 0,637
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42.2.6 Estimativa da atividade antioxidante pelo método DPPH

A atividade antioxidante das solu¢cdes metandlicas de antocianinas
obtidas para a analise de antocianinas dos graos e extratos de soja preta (item
4.2.2.4) foi estimada por meio do ensaio de DPPH. O ensaio de DPPH baseia-
se na reducdo do radical estavel 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) em
solugcdo metandlica pela amostra ou composto antioxidante, de acordo com o
meétodo descrito por Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995).

Para a analise, uma aliquota (0,1 mL) de diferentes diluicbes da amostra
foi misturada a 3,9 mL de solu¢cdo metandlica de DPPH e a desativacdo do
radical livre foi monitorada por meio de leitura da absorbancia a 515 nm apos
15 minutos de reacdo. Os percentuais de DPPH remanescente foram
calculados utilizando os valores de absorbancia obtidos com cada diluicdo das
amostras, sendo esses resultados utilizados para obtencdo de curvas de
porcentagem de DPPH remanescente em funcdo da concentragdo de
antocianinas totais.

A atividade antioxidante foi expressa como a quantidade de amostra
necessaria para reduzir em 50% a concentragdo inicial de DPPH (EC50) e o
Trolox e a quercetina foram utilizados como antioxidantes de referéncia.
Avaliacdo da possivel contribuicdo gerada pela cor das antocianinas presentes
nas amostras para a absorbancia em 515 nm foi realizada na diluicao utilizada
para o ensaio (0,1 mL de amostra para 3,9 mL de metanol). Foi verificado que
nao houve contribuicdo na leitura e, portanto, a cor das antocianinas nas

amostras ndo foi um interferente na estimativa da atividade antioxidante.

4227 Estimativa da atividade antioxidante pelo método ORAC

O ensaio de ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) foi
conduzido de acordo com Huang et al. (2002) para analise de atividade
antioxidante nos graos e extratos de soja preta. Resumidamente, 25 pyL de
diferentes diluicbes das amostras (solu¢cdes metandlicas obtidos conforme item
2.2.4) e do padrao foram dispostos em uma placa com 96 pocos (Figura 12) e
adicionados 150 uL de fluoresceina (concentragéo final de 61,2 nM) a 37 °C

com tempo de reacao de 30 min. Em seguida, foram adicionados 25 pL de 2,2
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azobis amidinopropano (AAPH) (19,1 mM de concentracao final) em cada poco
da placa e a fluorescéncia a 528 nm foi monitorizada durante 60 min a 37 °C.
As amostras e o padrao foram diluidos com solucdo salina tamponada com
fosfato (pH 7,4) para o intervalo de concentracdo adequado com o objetivo de
ajustar o intervalo de linearidade da curva padrdo. Utilizou-se o AAPH como
gerador de radical peroxil e a quercetina como padrdo devido a sua maior
semelhanca quimica com as antocianinas quando comparada ao Trolox,
composto comumente usado como antioxidante de referéncia neste método
(HUANG et al.,, 2002). Ambas as solucbes de AAPH e quercetina foram
preparadas com tampéao fosfato salino (pH 7,4), que foi utilizado como branco.
Os resultados foram expressos em quercetina equivalente (QE) por grama de

amostra.

Figura 12. Preparacédo de placa para analise de atividade antioxidante pelo
método ORAC.

4.2.2.8 Avaliacdo estatistica dos dados

O software STATISTICA ™, versao 12.0 para Windows (Tulsa, EUA), foi
utilizado para o desenho experimental e analise estatistica. Analise de
variancia (ANOVA) e teste de Fisher (LSD) foram utilizados para verificar
diferengas significativas (p < 0,05) entre o perfil e teor de antocianinas, os

teores de isoflavonas e os ensaio de atividade antioxidante.
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4229 Teste de aceitacAo de bebida de soja preta formulada sabor

chocolate

A aceitabilidade sensorial do extrato de soja preta obtido a partir da
melhor condicdo de processamento estudada neste trabalho foi avaliada em
teste de aceitacdo de consumidor em relagédo a duas bebidas comerciais de
extrato de soja amarela sabor chocolate: a bebida lider no mercado brasileiro e
uma bebida organica.

Para esse teste, o produto foi formulado com um alimento achocolatado
em po que continha em sua formulagéo: agucar, cacau em po, extrato de malte,
sal, soro em po, leite em pd desnatado, vitaminas, aromatizantes e lecitina de
soja. A escolha do achocolatado utilizado na formulacdo do extrato de soja
preta foi resultado de uma avaliacdo prévia entre trés marcas comerciais,
realizada em discussdo aberta com 8 funcionarios da Embrapa Agroindustria
de Alimentos que fazem parte da equipe de provadores treinados para
avaliacdo de bebidas de soja.

O teste de aceitacdo das bebidas de soja sabor chocolate foi realizado
por 100 consumidores (60 do sexo feminino e 40 do sexo masculino) com
idades entre 18 e 68 anos, recrutados entre funcionarios e alunos, no
Laboratério de Sensorial da Embrapa Agroindustria de Alimentos, usando
escalas hedbnicas estruturadas de 9 pontos onde 1: desgostei extremamente e

9: gostei extremamente (Meilgaard et al., 1991), conforme Figura 13.
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Nome: Data:

Vocé esta recebendo uma amostra de Bebida de Soja Sabor Chocolate. Por favor,

prove e avalie o quanto vocé gostou ou desgostou da mesma utilizando a escala abaixo.

d d d 0 d d d d d

Desgostel Nem gostei Gostel
Extremamente Nem desgostel Extremamente
Comentarios:

Figura 13. Ficha de avaliacao para teste de aceitacdo de bebida de soja preta
formulada sabor chocolate e duas bebidas de soja amarela sabor chocolate
comerciais.

As bebidas foram apresentadas em ordem sequencial monadica a 8 + 2
°C em copos de plastico de 50 mL codificados com numeros de trés digitos. A
ordem da apresentacdo da amostra foi equilibrada para evitar efeitos de
transicdo (MACFIE et al., 1989). Agua potavel foi fornecida para enxaguar a
boca entre as amostras. Os provadores preencheram um questionario para
fornecer informacgdes gerais sobre sua idade, género e frequéncia de consumo
de produtos de soja.

Os dados foram analisados por analise de variancia (ANOVA) e teste de
Fisher (LSD) para identificar diferengas significativas entre médias (p < 0,05). A
analise hierarquica de cluster foi utilizada para identificar consumidores com
diferentes classificacbes de aceitacdo para as bebidas de soja. Foram
consideradas as distancias euclidianas e o critério de agregacao de Ward.

O delineamento experimental do estudo sensorial foi aprovado pelo
Comité de Etica da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ) (CAAE:
55617516.2.0000.5282).

79



4.3 RESULTADOS

4.3.1 Caracterizacdo do gréo de soja preta

4.3.1.1 Determinacido da composicao centesimal

A soja é reconhecida como uma excelente fonte de proteina de alta
qualidade e de 6leo. Estd bem documentado que a soja contém em média
cerca de 40% de proteina, 23% de carboidratos, 20% de lipidios, 5% de
minerais, 4% de fibra e 8% de umidade (GOPALAN, RAMA SASTRI e
BALASUBRAMANIAN, 1989; LIU, 2004), e que as alteragcbes na sua
composi¢do séo fungéo da cultivar, estadio de maturagdo, fatores ambientais e
armazenamento (LEE e CHO, 2012; SANTANA et al., 2012).

A composicdo centesimal do grdo integral (BRM 09-50995) e de suas
partes (cotilédone e casca) (Tabela 5) se apresentou em conformidade com os

valores encontrados na literatura.

Tabela 5. Composicéo centesimal da soja BRM 09-50995: gréo integral,
cotilédone e casca

Umidade Média + DP**(g/100g), em base seca

Amostras (g/100g)

Minerais Proteinas Lipidios Carboidratos*

Gréo integral 8,00+ 0,24 570+0,03 42,16+0,84 19,80+0,13 33,38+0,90
Cotilédone 9,18 + 0,25 587+0,13 43,65+0,40 21,86+0,02 28,46+0,27

Casca 8,50 £ 0,37 4,33+£0,05 9,21+0,00 0,81+ 0,00 86,24 + 0,46

*Calculados por diferenca.**DP = desvio padréo.

Lee e Cho (2012) estudaram cinco cultivares de soja preta na Coréia e
encontraram valores de proteinas variando de 44,3 a 40,8% e de lipidios entre
18,5 e 21,6% da composicdo dos grdos nas analises realizadas no ano de
colheita. Também Shi, Yang e Kuo (2002) avaliaram a composi¢cao quimica de
duas cultivares de soja preta e encontraram, aproximadamente, 11% de
umidade, 21% de lipidios e 5% de minerais para as duas cultivares, que
diferiram no contetdo de proteinas apresentando uma 40,6% enquanto a outra

45,7%. Um trabalho realizado com quatro linhagens de soja preta da Embrapa,
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incluindo a BRM 09-50995 utilizada neste estudo, ndo encontrou grandes
variacbes em termos de macronutrientes, sendo a composicao geral dos graos
constituida de 11% de umidade, 41% de proteinas, 19% de lipidios, 34% de
carboidratos e 5% de minerais (PEREIRA, 2015).

A composicdo centesimal da casca da BRM 09-50995 também se
mostrou de acordo com dados da literatura. Mullin e Xu (2001) estudaram as
caracteristicas da casca de seis cultivares de soja e encontraram valores de
proteinas de 9-12 g/100g, e de minerais de 4-5 g/100g. Conforme esperado, 0s
autores verificaram que os carboidratos ndo digeriveis foram os principais
componentes da casca, com destaque para a celulose, hemicelulose, pectina e

lignina.

4.3.1.2 Andlise de antocianinas

A solucdo metandlica obtida para a analise de antocianinas e para
estimativa da atividade antioxidante dos grdos de soja preta apresentou

coloracao rosa, caracteristica da presenca de antocianinas (Tabela 15).

Figura 14. Solugcdo metandlica de antocianinas de soja preta.

Trés antocianinas foram detectadas e identificadas nos grdos de soja
preta, conforme ilustrado no cromatograma obtido por HPLC-PDA (Figura 15).
Os picos 1, 2 e 3 foram identificados, respectivamente, como delfinidina-3-

glicosideo, cianidinha-3-glicosideo e petunidina-3-glicosideo, com base no
81



comportamento cromatografico e nos dados de absorcdo no UV-Vis,
comparado a padrbes analisados nas mesmas condi¢cdes das amostras, bem
como nos dados obtidos por espectrometria de massas (conforme descrito no
item 4.2.2.4). A Figura 16 ilustra os espectros de massas obtidos para as

antocianinas identificadas em soja preta neste trabalho.
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Figura 15. Cromatograma obtido por FPLC-PDA, processado a 520 nm, de
extrato metandlico de antocianinas de graos de soja preta (Pico 1: delfinidina-3-
glicosideo; Pico 2: cianidina-3-glicosideo; Pico 3: petunidina-3-glicosideo).
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Figura 16. Espectros de massas e estruturas quimicas das antocianinas
encontradas nos graos da soja preta avaliada: (A): Delfinidina-3-glicosidio; (B)

Cianidina-3-glicosideo; (C) Petunidina-3-glicosideo.
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As mesmas trés antocianinas também foram as antocianinas principais
encontradas por Lee et al. (2009) na cultivar Cheongja 3, contudo os autores
identificaram ainda outras seis antocianinas minoritarias: catequina-cianidina-3-
glicosideo, delfinidina-3-galactosideo, cianidinha-3-galactosideo, pelargonidina-
3-glicosideo, peonidina-3-glicosideo e cianidina. Em estudo mais recente com
cinco cultivares de soja preta (Milyang 147, Cheongja, Milyang 149, Geomjeong
3 e llpumgeomjeong), Lee e Cho (2012) detectaram apenas as antocianinas
principais atribuindo esse fato a diversos fatores como a luminosidade,
temperatura, genética, cultivar e estresse ambiental.

Koh, Youn e Kim (2014) avaliaram duas cultivares de soja preta
(Tawonkong e Geomjeongkong-2) e encontraram as mesmas antocianinas
principais encontradas neste estudo e mais trés antocianinas minoritarias:
pelargonidina-3-glicosideo, pelargonidina-3-(6”-malonilglicosideo) e cianidina.

E ainda em estudo com 60 cultivares chinesas de soja preta, seis
antocianinas foram identificadas. Cianidina-3-glicosideo, petunidina-3-
glicosideo e peonidina-3-glicosideo) foram encontradas em todas as cultivares,
enguanto delfinidina-3-glicosideo e cianidina-3-galactosideo foram identificadas
em 56 e malvidina-3-glicosideo somente em 48 cultivares dentre as sojas
pretas avaliadas (ZHANG et al.,, 2011). Nos trabalhos encontrados na
literatura, a cianidina-3-glicosideo foi a antocianina majoritaria em todas as
cultivares de soja preta avaliadas.

O conteudo total de antocianinas encontrado no grdo de soja preta
utilizado neste estudo foi de 92,15 mg/100g, sendo 32,80 mg/100 g de
delfinidina-3-glicosideo, 46,90mg/100 g de cianidina-3-glicosideo e 12,45
mg/100 g de petunidina-3-glicosideo. Estes valores estdo em concordancia
com Lee et al. (2016) que avaliaram o conteludo de antocianinas em 56
cultivares de soja preta provenientes da Coreia e encontraram valores de 19,8
a 1420,4 mg/100g de grao e mesmo perfil encontrado neste estudo para todas
as cultivares analisadas.

Diferencas nos teores de antocianinas nos graos podem ser observadas
em funcdo da cultivar, safra, condicbes ambientais e de armazenamento (KIM

et al., 2014). De Moraes et al. (2014) encontraram 60,4 mg de antocianinas por
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100 g de grdo de soja preta, enquanto Xu e Chang (2008a) quantificaram
apenas 8,6 mg de cianidina-3-glicosideo por 100 g de soja preta.

As antocianinas da soja preta estdo presentes exclusivamente na casca
do grdo (WANG et al., 2014; KIM et al, 2015) a qual corresponde a,
aproximadamente, 8% do peso da soja (LIU, 1999). Para possibilitar a
discusséo dos resultados aqui apresentados no gréo integral com trabalhos em
gue o teor de antocianinas foi determinado a partir da casca isoladamente, foi
calculada a quantidade aproximada de antocianinas presentes na casca
(Equacéo 1) e obtido o valor de 1.151,87 mg de antocianinas por 100 g de

casca de soja preta.

92,15 100 -
=g %= 1.151,87 myg de antocianinas por 100g de casca Equacao 1

X

Esse valor esta de acordo com o teor de antocianinas na casca encontrado por
Pereira (2015) para a mesma linhagem BRMO09-50995 (1.190,5 mg/100g) em
estudo para caracterizacdo de quatro graos de soja preta desenvolvidas pela
Embrapa. As outras trés linhagens apresentaram concentracbes de
antocianinas na casca de 847,3 mg/100g (BRM09-50901), 750,2 mg/100g
(BRM11-51400) e de 398,2 mg/100g (BRM-09-50682).

Jeng et al. (2010) avaliaram o conteudo e perfil de antocianinas
presentes na casca de trés cultivares de soja preta. As trés cultivares
apresentaram o mesmo perfil da soja utilizada no presente estudo composto
por delfinidina-3-glicosideo, cianidina-3-glicosideo e petunidina-3-glicosideo e
os valores de antocianinas totais na casca para as cultivares CRWD, Tainan3 e
Tainan 5 foram 1.881 mg/100g, 2.025 mg/100g e 723 mg/100g,
respectivamente.

Xu e Chang (2008a) identificaram trés antocianinas na casca (cianidina-
3-glicosideo, petunidina-3-glicosideo e peonidina-3-glicosideo) com um
conteudo total de 95,1 mg de antocianinas por 100 g de casca. Zhang et al.
(2011) avaliaram o conteudo de antocianinas da casca de 60 cultivares e
encontraram grande variagcdo de valores desde 98,8 mg até 2.132,5 mg de

antocianinas por 100 g de casca.
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4.3.1.3 Andlise de isoflavonas

Quatro isoflavonas foram identificadas nos graos de soja preta: daidzina,
glicitina, genistina e daidzeina, conforme mostrado no cromatograma da Figura
17.
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Figura 17. Cromatograma obtido por HPLC-PDA, processado a 260 nm, do
extrato de isoflavonas do grao de soja preta (Pico 1: glicitina; Pico 2: daidzina;
Pico 3: genistina e Pico 4: daidzeina).

Os teores totais de isoflavonas encontrados no grdo de soja preta estéo
apresentados na Tabela 6. Estes resultados estdo de acordo com dados
encontrados na literatura. Kumar et al. (2010) avaliaram seis cultivares de soja
preta e encontraram valores de isoflavonas entre 46,5 mg/100 g e 147,9
mg/100g. Também Jeng et al. (2010) identificaram daidizina, genistina e
glicitina nas trés cultivares de soja preta que avaliaram, com valores de
isoflavonas totais variando de 63,0 a 177,0 mg/100 g. Enquanto Lee et al.
(2016) identificaram daidizina (12,3 — 153,5 mg/100g), glicitina (2,4 — 35,5
mg/100g), genistina (20,8 — 146,6 mg/100g), daidzeina (0,3 — 9,2 mg/100g),
gliciteina (0,7 — 14,9 mg/100g) e genisteina (0,2 — 3,1 mg/100g) em estudo com
56 cultivares de soja preta, com valores de isoflavonas totais que variaram de
43,8 a 347,5 mg/100g de graos.
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Tabela 6. Teores de isoflavonas no grao de soja preta da cultivas BRM 09-
50995

Médias + DP**

Isoflavonas
(mg/100g, base seca)
Daidzina* 32,28 +2,52
Glicitina* 15,43 +0,01
Genistina* 54,82 + 1,56
Daidzeina 1,40 £ 0,06
Gliciteina ND***
Genisteina ND***
Totais 116,93 + 4,65

*Equivalente em agliconas (AOAC, 2005).
*DP = desvio padréo. **ND = ndo detectado

Kim et al. (2014) analisaram as isoflavonas de uma cultivar de soja preta
e uma de soja amarela plantadas e colhidas em trés diferentes localizacGes e
observaram que a cultivar e a localizacdo apresentaram efeitos significativos
sobre o contetdo de isoflavonas. Os autores observaram que o contetdo de
trés isoflavonas majoritarias foi 1,1-3,1 vezes maior na cultivar de soja preta em
relacdo a cultivar amarela e que o teor de isoflavonas apresentou uma
correlagcdo positiva com a presenca de baixas temperaturas durante o
desenvolvimento da semente.

Cho et al. (2013) avaliaram treze cultivares de soja de origem coreana
com diferentes cores de casca (quatro amarelas, quatro pretas, duas marrons e
trés verdes), nas safras de 2009 e 2010. O conteudo de isoflavonas nas sojas
amarelas variou de 155,4 a 378,6 mg/100 g em 2009 e de 149,8 a 446,17
mg/100 g em 2010. Para as sojas pretas o teor de isoflavonas variou de 72,3 a
390,4 mg/100 g na safra 2009 e de 102,4 a 342,9 mg/100 g na safra 2010. As
duas sojas marrons tiveram valores de 87,1 e 235,2 mg/100 g em 2009 e de
170,6 e 235,9 mg/100 g em 2010. Enquanto as sojas com casca verde tiveram
teores de isoflavonas de 219,0 a 403,5 mg/100 g na safra 2009 e de 244,1 a
478,6 mg/100 g na safra 2010. A diferenca de valores entre safras para uma

mesma cultivar chegou a 50%.

87



Portanto, os teores de isoflavonas encontrados no presente trabalho e
nos diversos estudos aqui referenciados mostraram estar nas mesmas faixas
de valores de isoflavonas determinadas para os grdos com casca amarela que,
de acordo com relatério do USDA (2008) variaram de 10,0 a 440,7 mg/100g
(USDA, 2008). Além disso, da mesma forma que para os grdos de soja
amarela, os teores de isoflavonas glicosidicas em soja preta sdo superiores
aos de agliconas (CARRAO-PANIZZI, SIMAO, KIKUCHI, 2003; MATHIAS et
al., 2006).

Os dados da literatura mostram e os obtidos neste trabalho corroboram
que o perfil e contetido de isoflavonas nédo séo determinados pela cor da casca,
mas sim pelas caracteristicas da cultivar e pelas condi¢des ambientais as quais
0 gréo é submetido (GOES-FAVONI et al., 2010; MURPHY et al., 2012).

4.3.1.4 Estimativa da atividade antioxidante pelo método DPPH
O método DPPH tem sido amplamente utilizado na avaliacdo de

compostos antioxidantes, como carotenoides, compostos fendlicos e
antocianinas de vegetais, frutas e plantas naturais (LEE e CHO, 2012).

Nesse meétodo, o radical estavel DPPHe, de coloragcdo purpura, é
reduzido por acdo de um antioxidante formando difenil-picril-hidrazina, de
coloracdo amarela, e esta reacdo € monitorada pelo decréscimo da
absorbancia a 515 nm, que é diretamente proporcional a concentracdo do
radical DPPH no meio (BRAND-WILLIAMS, CUVELIER E BERSET, 1995).
Com os dados de absorbancia pode-se entdo calcular a porcentagem de
radical desativado para uma dada concentracdo de antioxidante presente no
meio de reacdo. A partir dos resultados de porcentagem de desativacdo do
radical para diferentes concentracdes de um mesmo antioxidante & possivel
obter uma curva que permite estimar o valor de EC50. O EC50 é definido como
a quantidade de antioxidante necessaria para reduzir em 50% a concentracéo
inicial de DPPH- e, portanto, quanto menor o valor de EC50, maior a atividade
antioxidante do composto em avaliacéo.

A Figura 18 ilustra a curva de concentragao de DPPHe+ remanescente em

funcdo da quantidade de extrato metandlico do gréo de soja preta presente no
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meio. O valor de EC50 obtido para esse extrato foi de 0,76 mg/L, enquanto
para os antioxidantes usados como referéncia o EC50 foi de 4,97 mg/L para o

Trolox e 2,51 mg/L para a quercetina.
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Figura 18. Curva da % de DPPH+ remanescente em fungéo da concentracao
de antioxidante.

Zhang et al. (2011) avaliaram a atividade antioxidante dos extratos
metandlicos de cascas de 60 cultivares de soja preta e encontraram valores de
EC50 que variaram de 0,048 mg/L a 0,65 mg/L.

Uma das grandes dificuldades na comparacdo de estudos de atividade
antioxidante pelo método DPPH é o fato de os resultados serem expressos de
diferentes formas.

Pereira (2015) avaliou a capacidade antioxidante da casca de quatro
linhagens de soja preta desenvolvidas pela Embrapa e verificou que a BRM09-
50995, mesma linhagem utilizada neste estudo, foi a que apresentou maior

atividade em comparagéo as demais (Figura 19).
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Figura 19. Atividade antioxidante da casca de quatro linhagens de soja preta
desenvolvidas pela Embrapa determinada pelo método DPPH em trabalho
realizado por Pereira (2015).

Jeng et al. (2010) avaliaram a atividade antioxidante em casca,
hipocotilo e cotilédone de trés cultivares de soja preta, sendo a atividade de
desativacdo do radical DPPHe expressa em equivalentes de Trolox por
unidade de peso seco. Os autores encontraram que as maiores atividades
antioxidantes detectadas nas sojas pretas estudadas foram encontradas nas
cascas (78,9 a 161,9 mg de trolox equivalente por g em base seca), seguido
pelos encontrados em hipocatilo (9,89 a 9,96 mg de trolox equivalente por g em
base seca), enquanto os cotilédones apresentaram apenas tracos de atividade
(0,70 a 0,94 mg de trolox equivalente por g em base seca). Os valores do
ensaio de DPPH para os gréos integrais variaram de 7,05 a 15,98 mg de trolox
equivalente por g em base seca.

Lee e Cho (2012) avaliaram a atividade antioxidante de cinco cultivares
de soja preta pelo método DPPH e determinaram o percentual de atividade de
desativagdo do radical DPPH+ por meio da seguinte formula: Atividade de
desativacdo do radical DPPH+ (%) = (1 — absorbancia da amostra/absorbancia
do controle) x 100. O maior valor de atividade encontrada entre as cinco
cultivares foi de 93% e o0 menor 64%, enquanto os antioxidantes de referéncia
utilizados BHT e Trolox apresentaram 71% e 79%, respectivamente, de

atividade de desativacao do radical DPPHe.

90



Kumar et al. (2010) também apresentaram desta mesma forma os
resultados de atividade antioxidante obtidos para seis cultivares de soja
amarela, seis cultivares de soja verde e seis cultivares de soja preta. Os
valores para a atividade de desativacdo do radical DPPHe+ variaram de 16,42 a
44,05% para a soja amarela, de 21,08 a 32,55% para a soja verde e de 59,71 a
83,47 para a soja preta. De fato, em geral, a atividade antioxidante estimada
para a soja preta € maior do que para as demais cultivares que ndo possuem a
casca preta (TAKAHASHI et al., 2005; MALENCIC, CVEJIC e MILADINOVIC,
2012).

4.3.1.5 Estimativa da atividade antioxidante pelo método ORAC

O ORAC é um método muito utilizado para avaliagdo de atividade
antioxidante pela inibicdo da oxidagdo, induzida pelo radical peroxil, por
transferéncia de atomos de hidrogénio (SLAVIN et al., 2009; ALVES et al.,
2010).

Neste trabalho, pela primeira vez na literatura sobre soja preta, a
quercetina foi utilizada como antioxidante de referéncia devido a sua
semelhanca estrutural com as antocianinas. Tanto a quercetina como as
antocianinas sao flavonoides e apresentam a mesma estrutura basica derivada
da benzo-y-pirona, enquanto o Trolox, padréo de referéncia mais utilizado para
atividades antioxidantes relativas, € um analogo sintético da vitamina E, solavel
em agua, com uma estrutura quimica bastante diferente dos flavonoides
(Figura 20) (HAVSTEEN, 2002; LUCIO et al., 2009).

a: Cianidina b: Quercetina ¢: Trolox

Figura 20. Estruturas quimicas de a: cianidina, b: quercetina, c: trolox. URL.
(http://www.chemspider.com).
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A atividade antioxidante obtida para o grédo de soja pelo método ORAC
foi de 20,33 pmol QE (quercetina equivalente) por grama de soja preta.
Contudo, para possibilitar a comparacdo dos resultados deste trabalho com os
dados da literatura, foi calculado um fator de conversao a partir da razao entre
o valor ORAC da quercetina e o valor ORAC do Trolox, determinados em
ensaios preliminares, sendo, portanto, QE = 6,7 + 0,8 TE (Trolox equivalente).
Esse resultado est4 de acordo com o relatado por Huang, Hampsch-Woodill,
Flanagan e Prior (2002), que compararam a capacidade antioxidante de varios
produtos quimicos puros por valores ORAC expressos como TE, estimando em

7,1 £ 0,2 TE a capacidade antioxidante da quercetina.

Utilizando o fator de conversao calculado, a atividade antioxidante para o
grao de soja foi estimada em 136,21 pymol TE/g e esta de acordo com dados
reportados pela literatura apresentados em seguida.

Slavin et al. (2009) avaliaram a atividade antioxidante de dezoito
cultivares de soja de diferentes cores sendo cinco pretas, quatro marrons, duas
verdes e sete amarelas. As de coloracdo preta apresentaram atividade
antioxidante superior as demais, variando o valor de ORAC de 75 a 255 ymol
TE/g, enquanto para as sojas das demais coloragdes o maior valor de ORAC
obtido foi de 75 ymol TE/g.

Xu e Chang (2008a) também verificaram maiores valores de ORAC para
a soja preta em relacéo a soja amarela. Para a soja preta, os valores de ORAC
foram muito superiores na casca (aproximadamente, 450 pmol TE/g) em
relacdo ao grao integral (aproximadamente, 125 umol TE/g) e ao gréo
descascado (aproximadamente, 50 umol TE/g). O grao integral apresentou
valor de ORAC significativamente (p < 0,05) maior que o grdo descascado que,
por sua vez, ndo apresentou diferenca significativa em relagéo ao gréo de soja
amarela (aproximadamente, 55 umol TE/g).

A atividade antioxidante da casca de 60 cultivares de soja preta foi
avaliada por Zhang et al. (2011) pelo método ORAC. Os valores variaram de
212,5 a 1340,6 umol TE/g, sendo que cinquenta e uma das sessenta amostras
estudadas pelos autores apresentaram valores superiores a 450 umol TE/g,

encontrados por Xu e Chang (2008).
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4.3.2 Obtencao de extrato de soja preta (Planejamento experimental)

O efeito combinado do tempo e temperatura de cozimento sobre os
teores de isoflavonas, antocianinas e atividade antioxidante foi avaliado para
definir as melhores condi¢cdes de processamento para a obtencdo de extrato de
soja preta. Em geral, a temperatura de processamento influencia na extracéo
de compostos fendlicos aumentando a solubilidade dos solutos e os
coeficientes de difusdo (LUTHRIA, 2008). No entanto, as isoflavonas e,
principalmente, as antocianinas podem sofrer alteracdes quando submetidas a
determinadas condicbes de tempo/temperatura, sendo necessaria especial
atencdo quanto a sua estabilidade durante o processamento (LAFKA,
SINANOGLOU e LAZOS, 2007).

4.3.2.1 Anédlise de antocianinas

Diferentemente do que ocorre para o grao e discutido anteriormente, a
literatura em relacdo ao estudo das antocianinas em extrato de soja preta é
ainda muito escassa.

Além disso, os diferentes métodos de processamento utilizados para
obtencéo dos extratos de soja preta tornam ainda mais dificil a comparacéo da
presenca de compostos bioativos entre os dados publicados.

Os teores de antocianinas das sete amostras de extrato de soja preta
estudados foram: 56,2 mg/100 g (80 °C/5 min), 43,3 mg/100 g (80 °C/15 min),
52,7 mg/100 g (98 °C/5 min), 49,2 mg/100 g (98 °C/15 min), 44,1 mg/100 g (89
°C/10 min), 44,5 mg/100 g (89 °C/10 min) e 40,7 mg/100 g (89 °C/10 min)
(Figura 21).
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Figura 21. Conteudo de antocianinas (médias) para os sete tratamentos do
extrato de soja preta (E1= 80°C/5 min; E2= 80°C/15 min; E3= 98°C/5 min; E4=
98°C/15 min; E5= 89°C/10 min; E6= 89°C/10 min; E7= 89°C/10 min).

Os resultados deste estudo sugerem que o tempo e a sua interacdo com
a temperatura foram fatores importantes para os teores de antocianina. O
diagrama de Pareto (Figura 22) possibilitou visualizar graficamente a
contribuicdo de cada fator e de suas interacdes. O tempo foi a varidvel mais
importante, seguido pela interacdo do tempo com a temperatura, ambos
estatisticamente significativos (p < 0,05) enquanto o efeito da temperatura

isoladamente nao foi significativo (p < 0,05) na faixa estudada.
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Figura 22. Diagrama de Pareto para o efeito estimado de cada variavel do
planejamento fatorial 22 sobre o teor de antocianinas no extrato de soja preta.

Na Figura 23, é possivel observar que tanto para a temperatura de 80 °C
quanto para a de 98 °C, o aumento do tempo de exposicdo a essas
temperaturas foi prejudicial para o teor de antocianinas. A condigdo de
cozimento de 80 °C/5 min forneceu o extrato de soja com o maior contetudo de
antocianinas seguido da condicdo de 98 °C/5 min. De fato, a temperatura pode
induzir a degradacao desses pigmentos dependendo do tempo de aquecimento
a uma temperatura constante (DELGADO-VARGAS, JIMENEZ e PAREDES-
LOPEZ, 2000).
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Figura 23. Antocianinas como uma funcao do tempo (min) e da temperatura
(°C) de cozimento.

Xu e Chang (2008b) estudaram o efeito do tempo de cozimento (120
min) na temperatura de ebulicdo na composicdo de antocianinas de graos de
soja preta. Os autores detectaram cianidina-3-glicosideo (36,5 mg/100g) e
peonidina-3-glicosideo (6,3 mg/100 g) na matéria-prima e observaram que 0
processamento térmico promoveu impacto significativo na sua degradacao,
uma vez que apenas tracos de cianidina-3-glicosideo (1,0 mg/100 g) e
nenhuma peonidina-3-glicosideo foram detectados em extrato de soja preta
submetido as condi¢cdes do estudo. O mesmo comportamento de degradacéo
foi verificado nos estudos preliminares descritos no Capitulo 3 (item 2.2.1.1) e
publicados por ESTEVES et al. (2017).

Em sequéncia, Xu e Chang (2009) avaliaram o efeito de métodos
tradicionais de processamento de extrato de soja preta sobre o conteddo de
antocianinas. O extrato foi obtido por meio das seguintes etapas: maceracao
com agua (razéo sélido/liquido 1:10, p/v) durante a noite, drenagem, enxague,
trituracdo com agua a temperatura ambiente (proporcdo de agua para graos
secos 9:1) por 3 min em blender, separacdo de solidos por filtracdo. Uma
amostra do extrato cru foi retirada para andlise e o restante foi cozido em fogéo
na temperatura de ebulicdo por 20 min e em seguida resfriado em banho de

gelo. O teor de antocianinas no extrato cru e apos o tratamento térmico néo foi
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detectavel, indicando que o processo de obtencéo utilizado nédo foi adequado
ao uso da soja preta.

Objetivando a producao de um produto tipo petit suisse de soja preta, De
Moraes Filho et al. (2014) utilizaram soja preta cultivada na cidade de Urai-PR-
Brasil, safra 2010/2011, para obtencdo do extrato de soja preta utilizado no
processo de producado do petit suisse. Para tal, os graos (razédo 1:8 m/m) foram
hidratados e tratados termicamente (80 °C por 10 min), seguidos de trituracao,
filtracdo e subsequente tratamento térmico a 98 °C por 5 min. O teor de
antocianinas monomeéricas foi determinado pelo método de pH diferencial,
tendo sido encontrado o valor de 384,69 mg/100g de extrato de soja preta.

O comportamento das antocianinas de soja preta apresentou-se similar
aos descritos em estudos com outros alimentos ricos em antocianinas tais
como amora, cereja, acgai, entre outros, nos quais também foram encontrados
efeitos degradantes da temperatura de aquecimento e do tempo de
processamento sobre a estabilidade e conteudo de antocianinas (PACHECO-
PALENCIA, DUNCAN e TALCOTT, 2009; PATRAS et al., 2010; ZORIC et al.,
2014; TURTURICA et al., 2016).

4.3.2.2 Andlise de isoflavonas

Como mencionado anteriormente, a soja preta € uma fonte rica em
compostos bioativos, incluindo as isoflavonas (CORREA et al.,, 2010) e as
condicdes de processamento aplicadas a producéo de alimentos e ingredientes
a base de soja sdo determinantes no conteudo final e perfil das isoflavonas
(MURTHY et al., 1999; LIU, 2004). Portanto, o estudo da influéncia do tempo e
temperatura de cozimento no processamento do extrato € de grande
importancia para a obtencdo de um produto que garanta os beneficios do
alimento original.

Os teores de isoflavonas totais, expressos em equivalentes em
agliconas, dos extratos de soja preta submetidos a diferentes processos com
variacdo de tempo e temperatura de cozimento foram: 139,9 mg/100 g (80 °C/5
min), 146,4 mg/100 g (80 °C/15 min), 148,3 mg/100 g (98 °C/5 min), 138,7
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mg/100 g (98 °C/15 min), 142,3 mg/100 g (89 °C/10 min), 144,7 mg/100 g (89
°C/10 min), 148,7 mg/100 g (89 °C/10 min) (Figura 24).
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Figura 24. Conteudo de isoflavonas totais (médias), equivalente em agliconas,
para os sete tratamentos do extrato de soja preta (E1= 80°C/5 min; E2=
80°C/15 min; E3= 98°C/5 min; E4= 98°C/15 min; E5= 89°C/10 min; E6=

89°C/10 min; E7= 89°C/10 min).

Como pode ser visto no diagrama de Pareto (Figura 25), as variaveis
tempo e temperatura por si s6 ndo foram estatisticamente significativas (p <
0,05) para o contetudo de isoflavonas. Contudo, houve diferenca significativa na
interacdo entre os fatores indicando uma tendéncia de comportamento na qual
a influéncia do tempo sobre o conteudo de isoflavonas depende da temperatura
de processamento. Na Figura 26, é possivel observar a interacdo entre 0s
fatores, na temperatura de 80 °C o conteludo de isoflavonas apresenta um
aumento relativo com o tempo e na temperatura de 98 °C ela cai drasticamente
com o tempo. Essa tendéncia de comportamento mostra que temperaturas

mais altas parecem ser inadequadas para processos de longo tempo.
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Figura 25. Diagrama de Pareto para o efeito estimado de cada variavel do
planejamento fatorial 22 sobre o teor de isoflavonas no extrato de soja preta.
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Figura 26. Isoflavonas como uma fung&o do tempo (min) e da temperatura (°C)
de cozimento.
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Ainda s&o muito escassos trabalhos sobre a influéncia do
processamento nos compostos bioativos da soja preta e estudos prévios a
respeito da influéncia do tempo e da temperatura de processamento sobre os
teores de isoflavonas do extrato de soja amarela ou preta ndo mostram
consenso sobre os resultados.

Tan, Chang e Zhang (2016) estudaram o efeito da etapa de trituracéo
em extrato de soja preta comparando os teores das isoflavonas antes e apds
cozimento do extrato a 100 °C por 20 minutos. Os autores concluiram que, em
média, o cozimento reduziu o teor total de isoflavonas em 35% quando
comparado ao extrato original.

Xu e Chang (2009) estudaram o efeito de diferentes processamentos de
extrato de soja sobre o conteudo de isoflavonas de duas cultivares de soja
amarela e uma de soja preta. Todos os extratos foram obtidos através das
etapas de maceracdo, drenagem, enxague, trituragcdo com agua a temperatura
ambiente, filtracdo, seguido de uma etapa de tratamento térmico que variou.
Um dos processos aplicados foi 0 cozimento a temperatura de ebulicdo por 20
min e em seguida resfriamento em banho de gelo. Os teores de isoflavonas
totais foram avaliados em amostras dos extratos retiradas antes e outra apés o
cozimento. A etapa de cozimento reduziu o teor de isoflavonas no extrato de
soja preta, que apresentou os valores de 122,12 mg/100g antes e 114,4
mg/100g apds o cozimento.

Em relagcdo as soja amarelas, os autores (XU e CHANG, 2009)
observaram que ndao houve um mesmo comportamento entre as cultivares
estudadas em relacéo aos processamentos utilizados. Para os extratos de soja
amarela, uma das cultivares apresentou diferenca significativa entre os valores
obtidos para o extrato antes e ap06s o cozimento, 167,3 mg/100g e 178,3
mg/100g, respectivamente. No entanto, para a outra cultivar amarela n&o
houve diferenca significativa entre as mesmas condi¢des, sendo 222,2
mg/100g e 220,0 mg/100g antes e apOs 0 cozimento respectivamente.

Bau e Ida (2015) avaliaram o efeito do tratamento térmico (97 + 2 °C) em
extrato de soja amarela, variando o tempo de 0 a 25 min, com intervalo de 5
min e também observaram que o conteudo total de isoflavonas nao foi
significativamente diferente nas condi¢cdes do estudo e que as isoflavonas
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tiveram o perfil alterado, mas nédo foram degradadas. Contudo, ndo foram
encontrados dados na literatura sobre o efeito combinado de tempo e
temperatura de cozimento sobre os compostos bioativos do extrato de soja

preta para comparagdo com nosso estudo.

4.3.2.3 Estimativa da atividade antioxidante pelo método DPPH

Poucos sao os trabalhos que avaliaram a atividade antioxidante de
extrato de soja preta e, dentre estes, predominam os estudos com extratos
fermentados (CHENG, LIN e LIU, 2011; KIM, LEE e YOO, 2012). Além disso,
outras questdes também dificultam a comparacdo de resultados com a
literatura tais como as diferentes formas de obtencdo dos extratos, diferenca
nos métodos utilizados para estimar a atividade antioxidante, bem como as
diversas formas de expressar os resultados.

Pelo grafico de Superficie de resposta da atividade antioxidante (DPPH)
para extrato de soja preta em funcdo do tempo (min) e temperatura (°C) de
cozimento (Figura 27) foi observado que os menores valores de DPPH foram
obtidos para os extratos submetidos a maior tempo em menor temperatura de

cozimento.
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Figura 27. Superficie de resposta da atividade antioxidante (DPPH) para
extrato de soja preta em funcéo do tempo (min) e temperature (°C) de
cozimento.
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Os valores de EC50 obtidos no ensaio de DPPH das sete amostras de
extrato de soja preta estudadas foram: E1 = 0,44 mg/L, E2 = 0,34 mg/L, E3 =
0,42 mg/L, E4 = 0,38 mg/L, E5 = 0,33 mg/L, E6 = 0,37 mg/L e E7 = 0,31 mg/L.
variaram de 0,31 mg/L (E7 = 89 °C/ 10 min) a 0,42 mg/L (E3 = 98 °C/5 min).
Considerando que os resultados do teste DPPH foram expressos como EC50,
onde valores mais baixos significam maior atividade antioxidante, o E7
(89°C/10 min) apresentou maior atividade antioxidante pelo método DPPH,
enquanto o E1 (E1= 80°C/5 min) apresentou a menor atividade.

Em relacdo aos resultados de antocianinas e isoflavonas apresentados
anteriormente, o E7 apresentou o maior teor de isoflavonas (148,7 mg/100g) e
o menor de antocianinas (40,727 mg/100g), enquanto o E1 teve o menor
conteudo de isoflavonas (139,9 mg/100g) e o maior de antocianinas (56,2
mg/100g).

Esses resultados sugerem que as isoflavonas apresentaram maior
influéncia na atividade antioxidante estimada pelo método DPPH do que as
antocianinas. Também Xu e Chang (2009) observaram correlacéo significativa
entre os teores de isoflavonas e DPPH em relacdo aos extratos de soja preta e
amarela obtidos por diferentes formas de processamento. Em relacdo as sojas
amarelas, os autores observaram que nas duas cultivares avaliadas, houve
aumento dos valores da capacidade antioxidante medida pelo DPPH do extrato
cozido em relagcdo ao cru, enquanto para o extrato de soja preta houve
reducdo, indicando um aumento da atividade antioxidante no extrato de soja
amarela apos o cozimento e uma diminuicdo dessa atividade para o extrato de
soja preta.

De fato, o aumento da atividade antioxidante do extrato de soja
submetido a cozimento pode ser atribuido a formagdo de novos compostos
com novas propriedades antioxidantes ou mesmo a conversao de compostos
originalmente existentes em formas com maior capacidade antioxidante
(NICOLI et al., 1997; XU e CHANG, 2009). Esse comportamento nao foi
observado para a soja preta podendo ser atribuido ao fato de que as
antocianinas, potentes antioxidantes, sdo facilmente degradadas quanto
submetidas a tratamento térmico (XU e CHANG, 2008b).
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4.3.2.4 Estimativa da atividade antioxidante pelo método ORAC

Os valores de ORAC das sete amostras de extrato de soja preta
estudadas foram: E1 = 23,2 umol QE/g, E2 = 17,9 umol QE/g, E3 = 18,6 umol
QE/g, E4 = 19,2 umol QE/g, E5 = 17,8 umol QE/g, E6 = 17,6 umol QE/g e E7 =
15,77 pumol QE/g. No grafico de superficie de resposta (Figura 28) é possivel
observar que os maiores valores ORAC foram observados para os extratos
submetidos a menor temperatura por menor tempo. De fato, o extrato de soja
preta que apresentou maior atividade antioxidante estimada pelo método
ORAC foi 0 E1 (80 °C/5 min).
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Figura 28. Superficie de resposta da atividade antioxidante (ORAC) para
extrato de soja preta em funcéo do tempo (min) e temperatura (°C) de
cozimento.

Considerando o valor ORAC da quercetina, os resultados obtidos para o
extrato de soja preta também foram estimados em TE para permitir a
comparacao com dados da literatura sobre extrato de soja preta. Assim, 0s
valores estimados de ORAC variaram de 105,9 (E7) a 155,4 (E1) umol de TE/g
de extrato de soja preta liofilizado.

Xu e Chang (2009) encontraram reducdo na atividade antioxidante dos
extratos apos o cozimento (100 °C/20 min), estimada por ORAC, para todas as

trés cultivares avaliadas (duas amarelas e uma preta). Os valores de ORAC
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antes e ap0s 0 cozimento para 0s extratos de soja amarela reduziram de 84,6
para 66,9 ymol TE/g para uma das cultivares e de 76,0 a 59,1 umol TE/g para
a outra cultivar. Para o extrato de soja preta o valor de ORAC reduziu de 55,1
para 42,8 yumol TE/g apds o cozimento.

A diferenca de resultados entre ORAC e DPPH pode ser atribuida as
diferencas entre seus mecanismos antioxidantes: a reagdo de ORAC envolve a
transferéncia de um atomo de hidrogénio enquanto o DPPH envolve
preferencialmente a transferéncia de um elétron (PRIOR et al., 2005). Por outro
lado, além dos compostos fendlicos, peptideos derivados de proteinas de soja
também podem apresentar atividade de sequestro do radical DPPHe (XU e
CHANG, 2009).

4.3.3 Avaliacao de diferentes tratamentos de conservacgao

Considerando que o grande diferencial da soja preta é a presenca das
antocianinas e o potencial antioxidante que elas podem agregar aos produtos
derivados de soja preta, o extrato E1 obtido por cozimento a 80 °C por 5 min foi
0 que apresentou 0 maior teor de antocianinas e maior atividade antioxidante
estimada pelo método ORAC. Desta forma este foi definido como o mais
adequado para dar continuidade ao estudo de influéncia do processamento
sobre o contetdo de compostos bioativos e atividade antioxidante do extrato de
soja preta.

Para definicdo do tratamento de conservacdo mais adequado como
parte do processamento, duas novas bateladas de extrato de soja preta E1
foram processadas e submetidas a quatro diferentes tratamentos de
conservacgao: T1 = pasteurizacdo 98 °C/ 5 min; T2 = pasteurizacdo 98 °C/ 10
min; T3 = UHT e T4 = APH, e as variaveis dos teores de antocianinas,
isoflavonas e estimativa da atividade antioxidante foram comparadas.

Os tratamentos foram significativamente diferentes (p < 0,05) para as
variaveis estudadas, exceto para as isoflavonas (tabela 7) que n&o foram
degradadas por condi¢cdes de pasteurizagdo, UHT ou APH. Como j& descrito
anteriormente, as isoflavonas sdo relativamente estaveis ao calor, e 0 que

ocorre, em geral, € uma alteracdo no perfil, mas ndo nos teores de isoflavonas
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totais (UNGAR et al., 2003; VILLARES et al., 2011; ANDRADE et al., 2016), o

que justificaria os resultados encontrados (Tabela 7).

Tabela 7. Médias de compostos bioativos e capacidade antioxidante de extrato
de soja preta submetido a quatro tratamentos de conservacao diferentes

Isoflavonas Antocianinas DPPH ORAC
Tratamentos
Térmicos
(mg/100g, b.s**) (mg/100g, b.s) EC50 (mg/L) (umol QE/qg)
Controle* 142,51% + 8,16 40,72%+ 2,74 0,41%+ 0,04 25,53%+ 0,26
T1 140,71+ 1,73 34,02bi 0,83 0,374+ 0,00 24,45%+ 0,56
T2 141,16+ 1,07 32,75bi 0,67 0,40%+ 0,00 25,46%+ 0,82
T3 144,79%+ 2,69 32,76+ 0,54 0,21°+ 0,02 19,58°+ 0,26
T4 140,64%+ 0,01 38,35%+ 0,64 0,29°+ 0,02 20,19bi 0,57

* Nao submetido a nenhum tratamento. Diferentes letras em sobrescrito na mesma coluna
significam valores estatisticamente diferentes (p < 0,05), pelo teste de Fisher. Tratamentos: T1:
98 °C/5 min; T2: 98 °C/10 min; T3: UHT (132 °C/6 s); T4: APH (200 MPa/45°C).** Base seca.

Os teores de antocianinas foram semelhantes entre os tratamentos
térmicos, mas foram significativamente menores (p <0,05) quando comparados
ao controle (sem tratamento térmico) e ao APH, os quais nao diferiram entre si.
Isso é consistente, pois as antocianinas apresentam sensibilidade ao calor
(PATRAS et al., 2010; ZHOU, CAI, XU, 2017) e o tratamento de APH & uma
tecnologia alternativa aos tratamentos térmicos, baseada na aplicacédo de alta
pressdo dinamica (TORO-FUNES et al., 2015)

Para o ensaio de DPPH, os extratos submetidos aos tratamentos de
pasteurizagdo T1 e T2 ndo apresentaram diferenca significativa (p < 0,05) em
relacdo ao padrédo, enquanto aqueles tratados por UHT e APH apresentaram
atividade antioxidante maior que o padréo e diferentes entre si, tendo o extrato
obtido por UHT apresentado menor valor de EC50 e, portanto, maior atividade
antioxidante por este método. Xu e Chang (2009) também observaram
aumento da atividade antioxidante para os extratos de soja preta tratados por
UHT (1,73 umol de TE/g) em relacdo ao padrdo (1,19 pmol de TE/g) e
atribuiram esse resultado ao fato do agquecimento do extrato poder favorecer a
formacao e alteracbes em compostos antioxidantes, bem como gerar peptideos

bioativos capazes de aumentar a atividade antioxidante estimada por DPPH.
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Os resultados do ensaio de ORAC mostraram que os tratamentos de
pasteurizacéo (T1: 98 °C/5 min e T2: 98 °C/10 min) n&o diferiram entre si e do
controle, enquanto os resultados do UHT (T3: 132 °C/6 s) e T4: APH (200
MPa/45°C) foram estatisticamente inferiores (p < 0,05), ndo diferindo entre si.
Apenas um trabalho (Xu e Chang, 2009) foi encontrado que avaliou o efeito de
tratamentos térmicos de cozimento (100°C por 20min) e UHT (143 °C/60 s) em
extrato de soja preta. Os autores verificaram reducdo no valor de ORAC de 14
% quando o extrato de soja preta foi processado por UHT e de 23% quando
submetido ao cozimento.

Nenhum trabalho foi encontrado avaliando o efeito do tratamento com
alta presséo (APH) em produtos de soja preta e dentre os estudos realizados
com a soja amarela nenhum avaliou atividade antioxidante. Toro-Funes et al.
(2014) estudaram as mudancas das isoflavonas no extrato de soja submetidos
ao tratamento APH e, diferentemente dos resultados encontrados no presente
trabalho, verificaram um aumento de, aproximadamente, 11 % no conteudo de
isoflavonas totais em relacdo ao controle. Os autores atribuiram esse aumento
a alteracdes induzidas pela pressdo promovendo o desenovelamento
(unfolding) e a desnaturacdo da proteina de soja e/ou mudancas nas
interacdes de isoflavonas, contudo o tratamento ndo apresentou efeito na
interconversao de isoflavonas (TORO-FUNES et al., 2014).

Apesar de diversos trabalhos (POLISELI-SCOPEL et al., 2012, 2013,
2014) terem afirmado o tratamento APH como uma tecnologia adequada de
conservacgao do extrato de soja, os resultados obtidos nas condi¢des testadas
neste estudo ndo se apresentaram de acordo com os padrées microbiolégicos
sanitarios para alimentos segundo a RDC no 12 de 02 de Janeiro de 2001
(BRASIL, 2001) e, portanto, sua utilizacdo néo foi adequada para avaliagao
sensorial e para a continuidade do estudo. Como visto nos resultados deste
trabalho, a tecnologia de alta pressado (APH) apresenta grande potencialidade
no processamento de extrato de soja preta, especialmente no que diz respeito
a conservagdo das antocianinas, contudo estudos mais aprofundados e
detalhados precisam ser realizados para esse caso.

Os extratos obtidos pelos tratamentos de pasteurizacdo T1 e T2 nao
apresentaram diferenca significativa (p < 0,05) entre si para nenhuma das
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variaveis estudadas e sendo assim, a escolha do tratamento de conservacéo
mais adequado foi realizada entre os métodos de pasteurizacdo e UHT. Ambos
extratos ndo apresentaram diferencga significativa para o teor de isoflavonas e
antocianinas, mas diferiram em relacdo a atividade antioxidante. Os extratos
submetidos a pasteurizacdo ndo diferiram do controle para a atividade
estimada por DPPH, mas apresentaram menor atividade quando comparados
ao obtido por tratamento UHT. Para o método ORAC, o0s extratos
pasteurizados igualmente ndo diferiram do controle, entretanto tiveram
atividade antioxidante estimada maior que o0 extrato submetido a UHT.

Considerando que o0s extratos pasteurizados nao apresentaram
diferenca do controle para os métodos de avaliagdo da atividade antioxidante
estudados e mostraram atividade superior ao submetido a UHT pelo ORAC,
método que parece ter maior correlacdo com o teor de antocianinas que o
DPPH, o tratamento de pasteurizacao foi definido como mais adequado para
dar continuidade ao estudo. Dentre os tratamentos de pasteurizagéo, T1 (98
°C/5 min) utilizou menos tempo e, portanto menos energia que T2 (98 °C/10
min) e por isso foi escolhido para tratamento de conservacao do extrato de soja
preta a ser utilizado na avaliagcdo sensorial e na sequencia dos estudos desta
tese.

4.3.4 Teste de aceitacdo de bebida de soja preta formulada sabor
chocolate

Considerando os resultados dos parametros de tempo e temperatura de
processamento e dos tratamentos de conservacao estudados para obtencao de
extrato de soja preta, as etapas de cozimento a 80 °C por 5 min e
pasteurizacédo a 98 °C por 5 min foram definidas como as melhores condi¢gbes
para a manutencdo de compostos bioativos e da capacidade antioxidante. Por
essa razao, esse foi o produto formulado para ser avaliado sensorialmente
pelos consumidores.

A aceitabilidade do consumidor para as bebidas de soja sabor chocolate
revelou diferengas significativas (p < 0,05) entre as amostras avaliadas (Figura

29). A marca lider de mercado atingiu o mais elevado valor médio de aceitacéo
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(6,9) e diferiu da bebida comercial de soja organica (4,5) e da bebida de soja
preta (4,3). No entanto, nédo foi encontrada diferenca (p > 0,05) entre a bebida
organica e a experimental de soja preta.
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Figura 29. Distribuicdo percentual das notas dos participantes para bebidas de
soja sabor chocolate (1 = bebida de soja comercial lider ; 2 = bebida
experimental de soja preta; 3 = bebida de soja comercial organica), avaliadas
usando escala hedbnica de 9 pontos.

Uma vez que o gosto do consumidor €, geralmente, heterogéneo e os
dados da média do consumidor podem ndo representar qualquer opinido
individual, a analise de cluster foi aplicada para visualizar a existéncia de
grupos com pontuacbes de aceitacdo semelhantes. Nessa andlise foram
revelados trés segmentos de consumidores nos quais houve diferenga (p <

0,05) de aceitacdo das amostras (Tabela 8).
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Tabela 8. Valores médios de aceitacdo8 de bebida de soja preta experimental
sabor chocolate e duas bebidas de soja comerciais sabor chocolate para cada
um dos trés subgrupos de preferéncias (clusters)

Segmentos de consumidores

Amostra
Cluster1  Cluster 2  Cluster 3
(n=24) (n=36) (n=40)
Bebida de soja comercial lider 8,0% 6,3" 6,7°
Bebida experimental de soja preta 6,7° 1,9° 4,9°
Bebida de soja comercial organica 7,2%® 2,6° 4,5°

§ Avaliada por escala hedbnica de 9 pontos variando de 1: ndo gostei extremamente até 9:
gostei extremamente. Diferentes letras em sobrescrito significam valores estatisticamente
diferentes (p < 0.05) pelo teste de Fisher.

Os consumidores do cluster 1 (n = 24), correspondentes a 24% de todos
0Ss participantes, apresentaram pontuacdes mais altas para todas as amostras,
com pontuagcdo média de aceitagao = 6,0 (gostei ligeiramente) em uma escala
hedonica de 9 pontos. Os consumidores do cluster 2 (n = 36), representados
por 36% de todos os provadores, gostaram ligeiramente da marca comercial
lider (6,3) e obtiveram baixas pontuacdes para a bebida de soja preta (1,9) e
para a bebida comercial organica (2,6). Os consumidores do cluster 3 (n = 40),
0 maior segmento, gostaram ligeiramente da marca lider (média 6,7), mas nem
gostaram nem desgostaram da bebida de soja preta e da bebida comercial
organica.

Os resultados sobre a frequéncia de consumo de produtos de soja
revelaram que os consumidores do cluster 1 relataram consumo esporadico,
enquanto que os dos grupos 2 e 3 declararam que raramente consumiam
produtos de soja. Esses resultados sugerem que a aceitacdo do consumidor
pode ser correlacionada com a frequéncia do consumo de produtos de soja
(KROLAK et al., 2017), uma vez que individuos no cluster 1 apresentaram
pontuacbes mais altas para todas as bebidas avaliadas. Por outro lado, os
consumidores que declararam baixo consumo de produtos de soja deram
pontuacdes médias mais baixas. De fato, conforme descrito na literatura,
muitos estudos foram realizados para melhorar as caracteristicas sensoriais
dos produtos de soja de acordo com as preferéncias do mercado local para

aumentar a aceitacdao do consumidor (FELBERG et al., 2009).
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A bebida de soja comercial lider apresentou altas médias de aceitacao
nos trés segmentos de consumidores. Uma possivel explicacdo para as
diferencas observadas na aceitagdo pode ser atribuida a formulacdo dos
produtos. As estratégias tecnoldgicas comumente usadas para melhorar a
palatabilidade das bebidas de soja incluem o uso de uma grande variedade de
ingredientes como aromatizantes, edulcorantes, espessantes, entre outros
(WANG et al., 2001).

Vale ressaltar que apenas o achocolatado em po foi adicionado a bebida
de soja preta para a avaliacado de aceitacdo, ou seja, nenhuma outra melhoria
da formulacéo foi realizada. Sendo assim, a bebida de soja preta é um produto
com potencial para ser langcado no mercado, uma vez que nao diferiu no
desempenho de aceitacdo quando comparado com uma bebida de soja
comercial organica, um produto ja estabelecido no mercado. Além disso, sua
formulacdo pode ser melhorada para obter uma bebida de soja preta com

atributos sensoriais de acordo com as preferéncias do consumidor.

4.4 CONCLUSOES

v' Tempo e temperatura de cozimento desempenharam um papel
importante sobre os teores de antocianinas e atividade antioxidante do
extrato de soja preta; temperatura de 80 °C por 5 min foi a mais
adequada para producdo de extrato de soja preta com maior teor de

compostos bioativos e capacidade antioxidante.

v' Todos os tratamentos de conservacdo estudados foram capazes de

preservar as isoflavonas do extrato de soja preta.

v" O processo de alta pressdao (APH) manteve o conteddo de antocianinas
do extrato de soja preta quando comparado ao controle (sem
tratamento), enquanto os extratos submetidos a pasteurizacdo e UHT

apresentaram uma perda de 20 % no teor de antocianinas.
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v' A pasteurizacdo a temperatura de ebulicdo durante 5 e 10 minutos
mostrou ser um tratamento térmico adequado para preservar a atividade

antioxidante sem perda em relagéo ao controle (p < 0,05).

v' A bebida de soja preta desenvolvida formulada sabor chocolate

apresentou aceitacdo similar a de uma bebida organica comercial.
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CAPITULO 5 OBTENCAO DE EXTRATO FERMENTADO DE SOJA
PRETA COM PROBIOTICOS E AVALIACAO DO PROCESSO DE
FERMENTACAO SOBRE COMPOSICAO CENTESIMAL, COMPOSTOS
BIOATIVOS, ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E VIABILIDADE DA CULTURA
UTILIZADA ATE 28 DIAS DE ARMAZENAMENTO

51 INTRODUCAO

A fermentacdo de produtos de soja é tradicionalmente conhecida por
trazer vantagens nutricionais e sensoriais a esses alimentos. Nesse contexto
incluem-se as bebidas fermentadas de soja. Durante a fermentacdo, séo
produzidos compostos que conferem caracteristicas sensoriais agradaveis,
melhorando a aceitabilidade do extrato de soja (CHUN, KIM e KIM , 2008).
Pode ocorrer também a reducdo do teor de oligossacarideos (rafinose e
estaquiose) (LI et al., 2012) e o aumento da biodisponibilidade das isoflavonas
em funcdo da conversdo de espécies glicosidicas em aglicona (LEE et al.,
2015).

A utilizacdo de culturas probitticas tem sido um grande diferencial no
desenvolvimento de produtos com potenciais beneficios a saude, além da
nutricdo. Dentre as espécies microbianas bem estudadas que mostraram
efeitos benéficos ao hospedeiro esté o L. acidophilus (HILL et al., 2014).

Contudo, a soja preta é um tipo de soja com caracteristicas particulares
devido a presenca de antocianinas na casca, compostos reconhecidos pelo seu
potencial antioxidante, porém bastante instaveis a diferentes condicbes de
temperatura e tempo de processamento (XU e CHANG, 2009).

Nesse sentido, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da
fermentacdo do extrato de soja preta com L. acidophilus sobre a composicao
centesimal, oligossacarideos, antocianinas, isoflavonas e estimativa da
capacidade antioxidante. Além disso, foram estudados a aceita¢éo sensorial do

produto apds obtencdo e as caracteristicas de pH, acidez, oligossacarideos,
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antocianinas, isoflavonas e viabilidade da cultura probiética durante periodo de

armazenamento de 28 dias.
5.2 MATERIAL E METODOS
5.2.1 Matérias-primas

O gréo de soja preta da mesma linhagem (BRM09-50995) utilizada nos
experimentos descritos no Capitulo 4, porém colhida na safra (2014/2015), foi
empregado para a obtencéo do extrato de soja preta fermentado com culturas
probidticas.

A cultura probiética de L. acidophilus (Nu-trish® LA-5®) (Chr. Hansen
Ind. e Com. Ltda, Valinhos — SP) foi utilizada para a fermentacdo dos extratos
de soja.

Preparados de frutas nos sabores ameixa preta, morango e uva (Duas
Rodas Industrial Ltda, Jaragua do Sul — SC) foram utilizados na saborizacdo do
extrato de soja preta fermentado para submissdo ao teste de aceitacdo do

consumidor.
5.2.2 Métodos

5.2.2.1 Obtencao do extrato hidrossollvel de soja preta (EHSP)

O extrato de soja preta foi obtido de acordo com as condicbes de
processamento definidas no Capitulo 4. Para tanto, os grdos de soja preta
foram selecionados, lavados com agua corrente, secos em estufa a 70 °C por 5
minutos e moidos em moinho martelo (Perten Laboratory Mill 3100). Em
seguida, os grdos moidos foram imersos em agua (1:10 m/m) a 80 °C e
mantidos em banho sob a mesma temperatura durante 5 min. Apds o
cozimento, a mistura dos graos e a agua de cozimento foi homogeneizada em
Waring® blender por 2 min em velocidade baixa (Low) do equipamento,
centrifugada para separacdo do extrato soluvel (IEC Model K7165; filtro de
nylon 150 pym; V = 4000 rpm; t = 5 min) e pasteurizada a 98 °C por 5 min. Apos
a pasteurizacdo, o extrato foi resfriado em banho de gelo até atingir 45°C e
mantido em banho termostatico, sem agitagéo, a 42 + 2 °C.
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5.2.2.2 Obtencdo do extrato fermentado de soja preta (EHSP ferm) com

probidticos

A primeira etapa do processo de fermentacdo consistiu na preparacéo
do in6culo da cultura probidtica de acordo com a metodologia descrita por
Walter et al. (2016). A cultura liofilizada (0,08 % p/v) foi hidratada em solugao
de cloreto de sédio (0,5% p/v). Em seguida, o indculo foi adicionado ao extrato
de soja a 42 + 2 °C, homogeneizado por 60 s e mantido em repouso, em banho
termostatico, até atingir pH final de 4,8, quando a fermentacéo foi considerada
completa. Apés o tempo de incubacdo, o produto foi resfriado em camara
frigorifica (8 £ 2 °C) para desacelerar o processo de fermentacdo, garantir
caracteristicas sensoriais desejaveis e manter a contagem de bactérias
probioticas adequadas.

Parte das amostras dos extratos foi analisada logo ap6s o
processamento (andlises microbioldgicas, pH e acidez) e parte foi liofilizada e
conservada a -18°C para analises de composicdo centesimal, antocianinas,

isoflavonas e atividade antioxidante.

5.2.2.3 Caracterizacdo dos graos de soja, do extrato de soja preta e da okara

A composicdo centesimal, o teor de antocianinas, as isoflavonas e a
estimativa da capacidade antioxidante foram determinados no grdo de soja
preta, no extrato de soja preta (EHSP), no extrato fermentado de soja preta
(EHSP ferm) e na okara, coproduto do processamento do EHSP. Todas as
metodologias utilizadas nessa avaliagdo foram previamente descritas no

Capitulo 4.

5.2.2.4 Avaliacdo do efeito do processo de fermentacdo e caracterizacdo do

produto fermentado durante o periodo de armazenamento

Para avaliacao do processo de fermentacdo e caracterizacao do produto
fermentado, foram realizadas andlises no extrato de soja preta (EHSP) recém-
processado e nos extratos fermentados de soja preta (EHSP ferm) ao longo de

28 dias de armazenamento (t=0, t=14 e t=28) em camara frigorifica (8 = 2 °C).
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Composicéao centesimal

A composicdo centesimal foi determinada no extrato de soja preta
(EHSP) e no extrato fermentado de soja preta (EHSP ferm) recém-processados

conforme metodologias descritas no Capitulo 4 (item 4.2.2.1).
Analise de acucares

A determinagdo dos aguUcares no extrato de soja preta (EHSP) recem
processado e no extrato fermentado de soja preta (EHSP ferm) ao longo do
armazenamento foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), utilizando cromatégrafo liquido de alta eficiéncia Alliance 2690/5
(Waters Corportation, Massachusetts, USA) composto por detector de indice de
refracdo (CLAE-IR) W 2410 (Waters Corporation), segundo metodologia
descrita por Macrae (1998). Um grama de amostra foi pesado em baldo
volumétrico de 25 mL, solubilizado com 10 mL de agua Milli-Q e levado ao
ultrassom por 20 minutos para a extracdo dos aclUcares. Em seguida, foram
adicionados ao baldo 5 mL de acetonitrila, completando-se o volume com agua
Milli-Q. A separacdo cromatografica foi realizada em coluna ZORBAX
Carbohydrate (4,6mm x 250mm; 5um) (Agilent Technologies, Dalaware, USA)
com fase mével composta de acetonitrila:adgua (75:25) com vazao volumétrica
de 1,4 mL/min. Os agucares foram identificados com base no comportamento
cromatografico e resposta do detector, comparados com padrées analisados
nas mesmas condicfes das amostras e com dados disponiveis na literatura. A
quantificacdo dos acucares foi realizada por meio de curva de calibracédo
elaborada com padrdes de rafinose, estaquiose e sacarose (Sigma Chemicals
Co., St. Louis, EUA) com pureza de 98%.

Determinacéo de pH e acidez

Os valores de pH foram determinados no extrato de soja preta (EHSP)
recém-processado e no extrato fermentado de soja preta (EHSP ferm) ao longo
do armazenamento por método eletrométrico, conforme o método 981.12 da
AOAC (2010). A acidez titulavel foi determinada de acordo com a metodologia

6.1.2.1 do Instituto Adolfo Lutz (1985).
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Enumeracédo de células probioticas viaveis de L. acidophilus

A contagem total de bactérias lacticas no extrato fermentado de soja
preta fermentada (EHSP ferm) foi realizada ao longo do armazenamento pelo
método de contagem em placa. Foram realizadas diluicdes seriadas para
garantir a contagem do numero de colénias na placa (THARMARAJ, 2003).
Assim, 10 mL de cada amostra foram transferidos para um frasco contendo
agua peptonada 0,1% (diluicdo 10™Y) e a partir dessa diluicéo inicial, foram
realizadas seis diluicbes sucessivas. Uma aliquota de 1 mL das diluicdes 10,
10 e 10° foi semeada em placa de Petri com meio MRS, utilizando a técnica
de semeadura em profundidade (pour-plate) com adicdo de sobrecamada. As
placas contendo Lactobacillus acidophilus foram incubadas em estufas, a 35 °C

por 48 h, conforme descrito por International Dairy Federation - IDF (1995).
Anédlise de antocianinas

A avaliacdo do perfil e do conteddo de antocianinas foi realizada no
extrato de soja preta (EHSP) recém-processado e no extrato fermentado de
soja preta (EHSP ferm) ao longo do armazenamento conforme descrito

anteriormente no item 4.2.2.4.
Analise de isoflavonas

A determinacdo do perfil e do conteudo de isoflavonas foi realizada no
extrato de soja preta (EHSP) recém-processado e no extrato fermentado de
soja preta (EHSP ferm) ao longo do armazenamento conforme descrito

anteriormente no item 4.2.2.5.
Estimativa da atividade antioxidante pelo método DPPH

A atividade antioxidante foi avaliada no extrato de soja preta (EHSP)
recém-processado e no extrato fermentado de soja preta (EHSP ferm) ao longo
do armazenamento por meio de ensaio de DPPH, de acordo com metodologia

descrita no item 4.2.2.6.
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Estimativa da atividade antioxidante pelo método ORAC

A atividade antioxidante foi avaliada no extrato de soja preta (EHSP)
recém-processado e no extrato fermentado de soja preta (EHSP ferm) ao longo
do armazenamento por meio de ensaio de ORAC, de acordo com metodologia
descrita no item 4.2.2.7.

5.2.2.5 Avaliacdo da inativacdo de fatores antinutricionais

A atividade ureatica do EHSP, do EHSP ferm e da okara foi avaliada
pelo método AOCS-2009: Ba 9-58 (AOCS, 2009), que se baseia em medir a
mudanca no pH, provocada pela formacdo de aménia quando o produto &
incubado com uma solucéo tamponada de uréia (Uréia + H,O + urease = CO, +
NHs).

5.2.2.6 Aceitacdo sensorial de bebidas fermentadas de soja preta

A aceitabilidade do extrato fermentado de soja preta foi avaliada em
teste de aceitacdo do consumidor. Quatro amostras foram preparadas a partir
do extrato fermentado, sendo uma delas a bebida fermentada adogada com 12
% m/m de acucar (codigo 530) e as demais as bebidas fermentadas com 20 %
m/m de preparado de frutas nos sabores: ameixa preta (cédigo 397), morango
(codigo 732) e uva (cadigo 852) (Figura 30).
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Figura 30. Amostras de bebidas fermentadas de soja preta formuladas com
acucar (530), preparado de fruta sabor morango (732), preparado de fruta
sabor ameixa preta (397) e preparado de fruta sabor uva (852).

O teste de aceitacéo das bebidas fermentadas de soja foi realizado por
103 consumidores (62 do sexo feminino e 41 do sexo masculino) com idades
entre 18 e 68 anos, recrutados entre funcionarios e alunos, no Laboratério de
Sensorial da Embrapa Agroindustria de Alimentos, usando escalas hedbdnicas
estruturadas de 9 pontos onde 1: desgostei extremamente e 9: gostei
extremamente (Meilgaard et al., 1991).

As bebidas fermentadas foram apresentadas em ordem sequencial
monadica a 8 + 2 °C, em copos de plastico de 50 mL codificados com nimeros
de trés digitos. A ordem da apresentacdo da amostra foi equilibrada para evitar
efeitos de transicdo (MacFie et al., 1989). Agua potavel foi fornecida para
enxaguar a boca entre as amostras. Os provadores preencheram um
questionario para fornecer informacdes gerais sobre sua idade, género e
frequéncia de consumo de produtos de soja.

Os dados foram analisados, utilizando o programa XLSTAT-MX (2011),
por andlise de variancia (ANOVA) e teste de Fisher (LSD) para identificar
diferencas significativas entre médias (p < 0,05). A analise hierarquica de
cluster foi utilizada para identificar consumidores com diferentes classificacbes
de aceitacdo para as bebidas fermentadas de soja. Foram consideradas as

distancias euclidianas e o critério de agregagédo de Ward.
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O delineamento experimental do estudo sensorial foi aprovado pelo
Comité de Etica da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ) (CAAE:
55617516.2.0000.5282). A qualidade higiénico-sanitaria foi avaliada
previamente a avaliacdo sensorial, de acordo com o0s critérios e padrées
microbiolégicos para alimentos de consumo humano fixados pela Resolucdo
RDC n°. 12, de 2 de janeiro de 2001 (Brasil, 2001), utilizando metodologia
determinado por American Public Health Association - APHA (2001).

5.3 RESULTADOS
5.3.1 Caracterizacao dos graos, extrato (EHSP) e okara de soja preta

O grédo de soja preta BRM 09-50995 (SP), o extrato de soja preta
(EHSP), obtido por processo definido neste trabalho (Capitulo 4), e o coproduto
(okara) resultante da fabricacdo do extrato foram avaliados quanto a sua
composicdo centesimal, teor de antocianinas, teor de isoflavonas e estimativa
da atividade antioxidante. Ainda que a okara néo tenha sido utilizada como
matéria-prima em nenhum processo neste estudo, sua caracterizacédo objetivou

avaliar seu valor nutricional como potencial ingrediente.

5.3.1.1 Composicio centesimal do grdo, EHSP e okara de soja preta

A composicao dos graos de soja preta pode variar em funcao da cultivar,
do estadio de maturacdo, de fatores ambientais e de condicbes de
armazenamento como ja foi discutido no item 4.3.1.1. Por outro lado, a
composicdo do EHSP e da okara gerada durante o processo dependem
também do processamento ao qual foram submetidos (LIU, 2008).

Na Tabela 9, estdo apresentados os valores de macro nutrientes

presentes na matéria-prima, no produto e no coproduto.
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Tabela 9. Composicéo centesimal do grao (SP), extrato (EHSP) e okara de
soja preta

Composicdo centesimal (g/100g), em base seca

Componentes SP EHSP Okara
Proteinas 43,34 +0,07 49,42 +0,17 24,56 *0,06
Carboidratos* 31,34 +0,43 27,40 +0,17 60,95 *+0,05
Cinzas 542 +0,23 584 +0,01 3,53 +0,00
Extrato Etéreo 19,90 0,13 17,35 £0,01 10,97 +0,11

*Carboidratos = [100 — (proteinas + cinzas + extrato estéreo)].

O grado de soja preta utilizado como matéria-prima nesta etapa da
pesquisa apresentou composi¢cdo muito semelhante a composicdo do gréo de
mesma variedade da safra anterior, utilizado na etapa descrita no Capitulo 4
deste trabalho. Considerando que os resultados foram apresentados em base
seca, a composicao centesimal da soja preta esta em consonancia com dados
da literatura que reportam que a soja apresenta cerca de 40 % de proteinas, 23
% de carboidratos, 20 % de lipideos, 5 % de minerais, 4 % de fibras e 8 % de
umidade (ALI, 2010). Conforme j& discutido no Capitulo 4, a composi¢cdo média
de macronutrientes da soja preta néo difere da soja amarela em funcao da cor
da casca; possiveis variacbes sdo devidas as diferencas de cultivares,
condicdes ambientais e de armazenamento (LIU, 1999; HA et al.,, 2009;
PEREIRA, 2015).

O extrato de soja (base umida) contém em geral 5,6-12% de sélidos
totais, dependendo da razdo soja/agua utilizada no processamento, 2,6-4,5%
de proteinas, 1,4-3,2% de 6leo, 1,3-3,9% de carboidratos e 0,27-0,5% de
cinzas (TANTEERATARM et al., 1999; LIU, 2008). Em geral, os dados de
bebidas e extratos de soja sdo apresentados em base umida. No entanto, para
fins de comparacao, a apresentacdo dos resultados em base seca é utilizada.

Em trabalho sobre bebida de soja e castanha-do-brasil, Felberg et al.
(2009) obtiveram extrato de soja com composicdo comparavel apenas para
cinzas (5,4%). Os autores encontraram menor teor de proteinas (23,1%) e
maior conteldo de carboidratos (43,6%) e de lipidios (22,2%). Apesar da
composicdo dos graos de soja amarela em termos de macronutrientes ser
similar ao do presente estudo, as diferencas observadas podem ser atribuidas
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ao processamento uma vez que o extrato de soja preta foi obtido a partir do
grdo moido e o tamanho de particula € um dos parametros de processamento
que pode melhorar a extracdo de proteinas do grdo para 0 meio aquoso
(PREECE, HOOSHYAR, ZUIDAM, 2017). Considerando a apresentacdao dos
dados em base seca, a alteracdo do teor de um ou mais componentes
promovera a redistribuicéo relativa dos demais.

A composicdo da okara apresentou um alto valor de carboidratos
(61,0%), sendo na sua maioria fibras provenientes da casca, e quantidades
apreciaveis de proteinas e lipideos. Esse resultado esta de acordo com dados
de composicado da okara reportados por Liu (2008), a saber: 25,4-28,4 % de
proteina, 9,3-10,9 % de 06leo, 40,2-43,6 % de fibra insoltuvel, 12,6-14,6 % de

fibra soltvel e 3,8-5,39 % de carboidratos.

5.3.1.2 Antocianinas no grdo, EHSP e okara de soja preta

O processamento do extrato de soja preta apresentou grande influéncia
sobre o teor de antocianinas totais no produto final e coproduto (

Figura 31). O extrato de soja preta apresentou 30% do valor de
antocianinas presente no grao (33,5 mg/100g), enquanto a okara apresentou
25% do valor de antocianinas do grao (28,2 mg/100g). Fatores relacionados
com o0 processamento da matriz podem afetar qualitativamente e
quantitativamente a composi¢cdo fendlica de uma variedade de produtos de
origem vegetal (GRANATO, 2016). E, particularmente, o processamento
térmico de alimentos pode influenciar diretamente os teores de antocianinas
nos produtos finais (WANG et al., 2014).

Em relacdo ao perfil de antocianinas, a delfinidina-3-glicosideo foi a
antocianina que apresentou maior degradacdo nao tendo sido detectada no
EHSP, enquanto na okara seu valor foi de apenas 12% do conteddo presente
no grao. A cianidina-3-glicosideo manteve-se como a antocianina majoritaria
apresentando contetdo de 50% do teor do grdo no EHSP e 34% na okara, ao
passo que o teor de petunidina-3-glicosideo foi de 23% do conteudo presente

no grao, tanto no EHSP quanto na okara.
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Figura 31. Antocianinas no gréao (SP), extrato (EHSP) e okara de soja preta.

Conforme discutido no item 4.3.1, o perfil de antocianinas encontrado no
grdo de soja preta estd de acordo com varios resultados que reportaram a
composicao de diferentes cultivares desse gréo. O teor de antocianinas totais
encontrado no grao utilizado nesta etapa do estudo foi de 113,7 mg/100g,
engquanto no grao da safra anterior utilizado nos experimentos do Capitulo 4 foi
de 92,15 mg/100g. Essa diferenca entre safras encontrada corrobora com os
dados da literatura sobre a variacdo dos metabdlitos secundarios em funcao
das condicdes ambientais (HA et al., 2009; WU et al., 2017).

Era esperado que a okara apresentasse antocianinas nha sua
composicao, pois esses compostos estdo presentes na casca do gréao (KIM et
al., 2015) que, juntamente com outras substancias insoluveis, compdem a
okara (VONG e LIU, 2016). Contudo, ndo foram encontrados trabalhos que
caracterizassem o perfil e conteldo de antocianinas em okara de soja preta

para enriquecer a discussao.
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5.3.1.3

Isoflavonas no grdo, EHSP e okara de soja preta

O perfil de isoflavonas encontrado no grédo, extrato e okara foi
predominantemente de daidzina, glicitina e genistina, contendo apenas tracos
das formas agliconas (daidzeina, gliciteina e genisteina) (Figura 32). De fato a
maior parte das isoflavonas existe na natureza como formas glicosiladas (LIU,
2008; CHENG et al., 2011).

Quanto aos teores de isoflavonas totais (em base seca), o teor
quantificado no extrato (EHSP) foi maior (p < 0,05) que no gréo (SP) (Figura
32). Ocorre que o extrato é formado principalmente por compostos
provenientes do cotilédone (proteinas e lipidios), enquanto a okara, coproduto
da obtencdo do extrato, contém cerca de 60% dos carboidratos, provenientes
da casca principalmente. As isoflavonas sdo um grupo de flavonoides
encontrados mais abundantemente em cotilédones e hipocétilos de soja (KUO
et al., 2006), o que pode explicar os resultados obtidos neste estudo.

Considerando que a okara € um material rico em fibras, ainda com
apreciavel conteudo de proteinas e 6leo (LIU, 2008; ALI, 2010) e que parte das
isoflavonas encontra-se associada as proteinas da soja (MURPHY, 2008), a
okara também pode ser considerada uma boa fonte de isoflavonas.
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Figura 32. Isoflavonas no grédo (SP), extrato (EHSP) e okara de soja preta

(base seca).
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Os valores de isoflavonas encontrados para o gréo, extrato e okara
estdo de acordo com dados preconizados na literatura. Conforme discutido no
item 4.3.1.3, os teores de isoflavonas nos gréos de soja preta sdo bem
variados, tendo sido encontrados valores de 43,8 a 390 mg/100 g em funcéo da
cultivar e condigbes ambientais (KUMAR et al., 2010; JENG et al., 2010; CHO
et al., 2013; LEE et al., 2016).

Comparativamente ao teor encontrado no EHSP (137,4 mg/100g), Xu e
Chang (2009) obtiveram 114,4 mg/100 g de isoflavonas no extrato de soja
preta, enquanto De Morais Filho et al. (2014) quantificaram 109 mg/100 g de
isoflavonas no extrato de soja preta estudado. Esses Ultimos autores também
encontraram conteddo de isoflavonas maior no extrato (109 mg/100g, base
seca) do que no grao de soja preta (83 mg/100g, base seca), tendo realizado
processamento semelhante ao utilizado no presente trabalho.

N&o foram encontrados estudos com okara de soja preta; contudo 0s
valores de isoflavonas na okara ndo sdo dependentes da cor da casca,
podendo ser comparados com dados da literatura para okara de soja amarela.
Vong e Liu (2016) reportaram um teor médio de 35,7 mg de isoflavonas em 100
g de okara (base seca). Contudo, as informacfes disponiveis a respeito do
contetdo de isoflavonas na okara sdo, geralmente, expressas em percentual
transferido do grédo para o coproduto da obtencdo do extrato. Jackson et al.
(2002) estimaram o total de isoflavonas perdidos na okara em 31%, enquanto
Wang e Murphy (1996) quantificaram o total de isoflavonas na okara como
sendo 26% do conteudo inicial presente no gréo.

Para possibilitar a comparacédo do teor de isoflavonas na okara com as
informacd@es da literatura foi realizado um célculo considerando os rendimentos
em etapas do processo de obtencéo do extrato de soja (Tabela 10). A okara foi
formada por 24% dos soélidos dos grédos e seu teor de isoflavonas foi de
aproximadamente 11% do conteudo inicial do grdo. Esse teor é menor que o
reportado por Jackson et al. (2002) e Wang e Murphy (1996), possivelmente
devido a diferengcas no processamento como, por exemplo, a utlizacdo de

graos moidos favorecendo a extracao de proteinas e isoflavonas para o EHSP.
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Tabela 10. Rendimento, umidade e teor de isoflavonas do gréo (SP), extrato
(EHSP) e okara de soja preta

Rendimento (g) Umidade(%) Isoflavonas (mg/100g)
SP 250,0 8,0 115,2
EHSP 2300,0 93,0 137,4
Okara 220,0 75,0 51,5

5.3.1.4 Estimativa da atividade antioxidante na soja, EHSP e okara de soja
preta

A atividade antioxidante estimada por ORAC foi expressa em Quercetina
equivalente (QE) e em Trolox equivalente (TE), em ambos 0s casos, maiores
valores sdo atribuidos a maiores atividades. Tanto para a concentracao
estimada em QE quanto em TE, as amostras SP e EHSP néao diferiram entre si
(p £ 0,05), mas apresentaram maior valor de ORAC que a okara e,

consequentemente, maior atividade antioxidante (
Tabela 11).

Tabela 11. Atividade antioxidante pelo método ORAC do grao (SP), extrato
(EHSP) e okara de soja preta

Amostras ORAC ORAC
(umol QE/g) (umol TE/g)
SP 36,44% +2,26 156,15% +9,67
EHSP 35,917 +1,46 156,40% +1,45
Okara 29,58° +0,27 126,78"° +1,16

*Médias com letras diferentes sobrescritas na mesma coluna diferem significativamente
pelo teste de médias de Fisher (p < 0,05).

Os valores determinados de ORAC para o0 grao de soja preta estado de
acordo com os valores encontrados por Slavin, Kenworthy e Yu (2009) para
cinco diferentes cultivares de soja preta (75,0 a 250,0 ymol TE/g) e por Zhang
et al. (2011) para 60 cultivares chinesas de soja preta (42,5 a 1834,6 pmol
TE/Q).
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Xu e Chang (2009) encontraram valores de ORAC para extrato de soja
preta de 55,09 ymol TE/g in natura e 42,76 umol TE/g para o0 mesmo extrato
submetido a tratamento térmico (100°C por 20 min).

A okara apresentou menor atividade antioxidante, estimada pelo método
ORAC, quando comparada ao grdo e ao EHSP. Esse comportamento era
esperado devido ao menor conteldo relativo de antocianinas e isoflavonas
guantificados nesse material. O mesmo desempenho da okara foi identificado
no trabalhado realizado por Tan et al. (2016), no qual a okara apresentou
menores valores de ORAC que extratos de soja preta in natura e extratos de
soja tratados termicamente, obtidos por diferentes processamentos.

Diferentemente do método ORAC, a atividade antioxidante estimada
pelo método DPPH foi expressa em EC50, medida cujo menor valor indica uma
maior atividade antioxidante.

O EHSP exibiu maior atividade antioxidante que o grédo de soja preta
(SP) como verificado pelo valor mais baixo de EC50 (Tabela 12). Esse mesmo
comportamento foi observado no Capitulo 4. Esse aumento da atividade
antioxidante, medido pelo método DPPH, do extrato processado pode ser
explicado pelo maior teor de isoflavonas no extrato em relacdo ao grao e
também devido a possivel formacdo de novos compostos com novas
propriedades antioxidantes ou a transformacdes ocorridas entre compostos
originalmente existentes, conforme reportado por Xu e Chang (2009). Como
discutido no item 4.3.2.3, esses mesmos autores (XU e CHANG, 2009)
verificaram correlagéo positiva entre isoflavonas e DPPH.

Tabela 12. Atividade antioxidante pelo método DPPH do grédo (SP) e extrato
(EHSP) de soja preta

Amostras DPPH (EC50) (mg/L)
SP 1,56% +0,24
EHSP 0,58" +0,02

*Médias com letras diferentes sobrescritas na mesma coluna diferem significativamente pelo
teste de médias de Fisher (p < 0,05).

133



Poucos trabalhos foram encontrados na literatura com valores de DPPH
expressos como EC50 para graos de soja preta. Zhang et al. (2011) avaliaram
a atividade antioxidante de 60 cultivares de soja preta e encontraram valores
de EC50 variando de 0,048 mg/L a 0,65 mg/L, sendo esses valores menores
que o valor encontrado para o grdo de soja preta (SP) utilizado nesse
experimento (Tabela 12). Nao foram encontrados valores de expressos em
EC50 na literatura para extrato de soja preta.

5.3.2 Avaliacdo do efeito do processo de fermentacdo e caracterizagcao
do produto fermentado durante periodo de armazenamento

5.3.2.1 Composicao centesimal do EHSP antes e depois da fermentacdo

A composicado do extrato de soja preta sofreu pequenas modificacdes
apos o processo de fermentacdo (Tabela 13). Ocorreu uma reducédo no teor de
carboidratos e um aumento relativo de lipidios (p < 0,05). Proteinas e cinzas
nao apresentaram diferencas significativas. A reducdo de carboidratos era
esperada no processo de fermentacdo uma vez que 0S microrganismos 0s
utilizam como fonte de energia para o seu metabolismo (TORTORA, FUNKE e
CASE, 2005).

Tabela 13. Composicéo centesimal do EHSP nao fermentado e apoés a
fermentacéao (EHSP ferm)

Média + DP** (g/100g), em base seca

Componente
EHSP EHSP ferm
Proteinas 49,42% +0,17 50,22% +0,56
Carboidratos 27,40* +0,17 23,82° +0,64
Cinzas 5,84% +0,01 5,85 +0,05
Lipidios 17,35 +0,01 20,11° +0,13

*Médias com letras diferentes sobrescritas na mesma linha diferem significativamente pelo
teste de médias de Fisher (p < 0,05). DP** = desvio padrdo

As alteragBes observadas na composi¢cdo centesimal antes e apds a

fermentacdo do extrato de soja preta também foram reportadas nos poucos
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trabalhos encontrados na literatura, embora grandes diferencas tenham sido
observadas nos valores descritos. Como ja mencionado anteriormente,
diferencas na composi¢cdo centesimal de bebidas de soja sdo geralmente
funcdo da cultivar e diferencas mais acentuadas podem ser devido ao
processamento e adicdo de ingredientes coadjuvantes.

Lee et al. (2015) encontraram para bebida de soja preta antes e apos
fermentacdo com L. acidophilus os teores de 21,28% e 22,22% de proteina,
62,31% e 59,26% de carboidratos, 12,46% e 12,04% de cinzas, e 3,95% e
6,48% de lipidios. Enquanto que Hong et al. (2012) descreveram contetdos de
proteinas (12,94% e 16,25%), carboidratos (53,1% e 46,65%), cinzas (5,2% e
5,5%), e de lipidios (28,46% e 31,90%) antes e ap6s a fermentacdo com L.
acidophilus, respectivamente.

Os estudos com bebidas fermentadas de soja sdo geralmente realizados
a partir de soja amarela. Trindade et al. (2001) caracterizaram extrato de soja
amarela fermentado com S. termophilus e L. bulgaricus, sem adicdo de
carboidratos ou quaisquer aditivos, e quantificaram teores bem préximos aos
obtidos neste estudo, sendo 47,73 ¢g/100g de proteinas, 17,05 g/100g de
carboidratos, 5,68 g/100 g de cinzas e 29,55 g/100g de extrato etéreo, apesar
da diferenca de cultivares utilizadas, do processo de obten¢&o do extrato, bem
como do teor inicial de sélidos dos extratos.

Outros estudos foram encontrados na literatura reportando a
composicao centesimal de bebida fermentada de soja amarela, no entanto com
adicdo de acucares e/ou outros ingredientes.

Carneiro (2015) avaliou a composicao centesimal de bebida fermentada
de soja amarela obtida a partir da fermentacdo de extrato de soja, adicionado
de 6,0% (m/m) de sacarose, com L. acidophilus. A composicédo, em base seca,
da bebida fermentada foi 19,32 @g/100g de proteinas, 71,64 g/100g de
carboidratos, 5,18 g/100 g de cinzas e 3,86 g/100g de extrato etéreo. As
diferencas de composicdo entre a bebida fermentada obtida por Carneiro
(2015) e o extrato fermentado de soja preta obtido neste estudo podem ser
atribuidas as diferencas nos processos de obtencédo, mas principalmente pela

adicao de sacarose ao extrato de soja amarela.
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Também Miguel et al. (2010) desenvolveram uma bebida fermentada de
soja amarela utilizando extrato de soja desengordurado adicionado de 4,5%
(m/v) de maltodextrina e cultura mista de S. termophilus e L. bulgaricus. Depois
da fermentacdo, o produto foi adicionado de 6,0% de polpa de morango (80%
fruta e 20% acucar refinado). A bebida final apresentou 25,52 g/100 g de
proteinas, 66,90 g/100 g de carboidratos, 4,01 g/100 g de cinzas e 0,32 g/100 g
de extrato etéreo.

5.3.2.2 Andlise de acUcares

Foi possivel observar uma reducéo no teor de carboidratos (Tabela 14),
no extrato fermentado indicando o seu consumo durante a fermentacdo. De
fato, o consumo de acucares fermentaveis era esperado, pois € uma
caracteristica do processo de fermentacao latica (TORTORA, FUNKE e CASE,
2005).

Apesar de nao terem sido encontrados estudos a respeito do consumo
de acUcares durante o processo de fermentacdo de extrato de soja preta,
diversos trabalhos com bebidas fermentadas de soja amarela reportaram esse
comportamento.

Para a cultura utilizada, a sacarose foi a fonte de carbono preferencial
apresentando reducdo significativa (p < 0,05) durante o periodo de
armazenamento estudado de 28 dias (Tabela 14). Esse resultado corrobora
com os de Pithong et al. (1980) que mostraram que L. acidophilus cresce bem
no extrato de soja amarela devido a utilizacao eficiente da sacarose.

Rafinose e estaquiose também foram consumidos, mostrando a
capacidade do L. acidophillus de fermentar também esses acUcares (Tabela
14). A rafinose apresentou uma redugéo significativa entre o EHSP e o EHSP
ferm no tempo inicial (t=0), mas manteve-se estavel durante o periodo de
armazenamento, enquanto a estaquiose teve uma reducéo significativa durante
todo o periodo de armazenamento estudado. Esse comportamento esta de
acordo com os resultados reportados por Mital e Steinkraus (1975) e por Wang
et al. (2003) segundo os quais culturas de L. acidophilus sdo capazes de

metabolizar estaquiose e rafinose.
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Tabela 14. Teores de acucares no EHSP nédo fermentado e apés a
fermentacao (EHSP ferm) durante 28 dias de armazenamento

Média + DP** (g/100g), em base seca

Agucares

EHSP EHSP ferm t=0 EHSP ferm t=14 EHSP ferm t=28
Sacarose 7,14* £0,06 097" +0,01 0,61° +0,01  0,30° +0,01
Rafinose 1,42 £0,001  0,69° 0,01 0,71° +0,01 0,70 0,01
Estaquiose 5,57 +0,01 5,16° +0,03 4,74° +0,01 4,27° +0,02

Sacarose + rafinose

. 14,13 +0,06  6,83" +0,05 6,06° + 0,01 5,27° +0,03
+ estaquiose

*Médias com letras diferentes sobrescritas na mesma linha diferem significativamente pelo
teste de médias de Fisher (p < 0,05). DP** = desvio padréo.

Assim como no caso deste trabalho, Wang et al. (2003) verificaram a
reducao significativa dos trés acucares estudados em extrato de soja amarela
utilizando cultura pura de L.acidophilus, porém com valores percentuais bem
distintos. Os conteudos de sacarose, rafinose e estaquiose foram reduzidos em
17,7%, 9,2% e 31%, respectivamente, no extrato apdés 24 horas de
fermentacao a 37 °C.

Na Figura 33, pode ser observada a tendéncia do consumo de cada
carboidrato avaliado durante a fermentacdo e ao longo do periodo de
armazenamento estudado. A curva da sacarose é muito semelhante a de
acucares totais uma vez que foi a fonte de carbono mais abundante e
preferencialmente metabolizada pela cultura probiética; rafinose e estaquiose

apresentaram variagbes mais discretas.
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Figura 33. Consumo de acucares durante a fermentacdo e periodo de

armazenamento de 28 dias.

Diferentes matérias-primas e culturas microbianas resultam em
diferentes comportamentos durante o processo de fermentacdo (TAKAGI,
KANO e KAGA, 2015). Hou, Yu e Chou (2000) avaliaram a mudanca nos
teores de acgucares de extrato de soja amarela fermentado com Bifidobacterium
infantis e de extrato fermentado com B. longum e, assim como no presente
trabalho, observaram o consumo de sacarose, rafinose e estaquiose. Contudo,
diferentemente do presente estudo onde sacarose foi destacadamente a
principal fonte de carbono utilizada seguida de rafinose e estaquiose, para 0s
extratos fermentados com B. infantis e B. longum, a estaquiose seguida de

rafinose apresentaram maior magnitude de reducéo durante a fermentacéo.

5.3.2.2 Determinacdo de pH, acidez e determinacao de células probidticas
viaveis de L. acidophilus

Assim como o consumo dos agucares (Tabela 14), o decréscimo do pH

e 0 aumento da acidez titulavel (Tabela 15) ocorreram na bebida fermentada
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como é caracteristico do processo de fermentacdo (TRINDADE et al., 2001;
ESTEVES, 2011). Apés 4 horas de fermentagcdo, o pH do extrato diminuiu de
6,46 para 4,50 e a acidez total aumentou de 0,10 % para 0,44 %, tendo se
mantido estavel durante o periodo de armazenamento estudado e indicando
baixa pos-acidificacao do produto.

Em relacdo a células probibticas vidveis, no tempo t=0 apos a
fermentacdo houve uma alta contagem de Lactobacillus spp. seguida de
reducdo na contagem durante o periodo de armazenamento, passando

inicialmente de 10’ a 10° UFC/mL no final do estudo.

Tabela 15. Caracteristicas de acidez e concentracdo da cultura probiética pela
fermentacdo do EHSP durante 28 dias de armazenamento

. Lactobacillus
Acidez total em

Amostra H 4c. latico Lactobacillus SPp-
P ( /'100 ) spp.(UFC/mL)  (UFC/porcéo
S de 200 mL)
EHSP 6,46 0,10 ND* ND*
EHSP ferm t=0 4,50 0,44 7,30 x 10’ 1,46 x 10%°
EHSP ferm t=14 4,56 0,44 4,80 x 10° 9,6 x 10°
EHSP ferm t=28 4,59 0,44 2,20 x 10° 4,40 x 10’

ND* = ndo determinado

Lee et al. (2015) avaliaram a fermentacdo de extrato de soja preta com
diferentes bactérias laticas (L. acidophilus, L. plantarun ou S. thermophilus) e
verificaram aumento significativo (p < 0,05) na contagem de células viaveis
para todas as amostras de extrato do soja preta durante a fermentacao a 37 °C
durante 24 h, em comparagdo com os controles ndo fermentados. A contagem
inicial de bactérias laticas foi em média 10’ UFC/mL e atingiu 10%-10° UFC/mL
apos 24 h de fermentacdo. O valor de pH diminuiu de 6,05-6,28 para 4,15 e a
acidez titulavel aumentou de 0,10-0,11% para 0,61-0,65% apoOs 24 horas de
fermentacdo do extrato devido ao crescimento das culturas utilizadas com
consequente producao de acido latico.

Em relagdo ao periodo de armazenamento, Rinaldoni, Campderros e

Padilla (2012) ndo observaram variagdes significativas (p < 0,05) nos valores
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de pH e acidez de bebidas fermentadas de soja amarela avaliadas ao longo de
21 dias.

Comparando com bebidas lacteas, Zacarchenco e Massaguer-Roig
(2004) avaliaram a viabilidade da cultura mista de Streptococcus thermophilus,
Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium longum em bebida lactea
fermentada e reportaram a reducdo de 1 ciclo logaritmico na contagem de
bactérias laticas ao longo de 21 dias de armazenamento, com reducéo de 10°
UFC/mL para 10’ UFC/mL.

A viabilidade dos microrganismos probidticos em produtos lacteos
fermentados pode ser afetada por diversos fatores, entre eles a cepa, a pos-
acidificacdo, a composicdo da co-cultura e a presenca de fatores de
crescimento presentes na matriz. Do mesmo modo, baixos valores de pH
inibem o metabolismo e, consequentemente, o crescimento de L. acidophilus,
sendo nocivos para as células bacterianas, reduzindo sua viabilidade
(OLIVEIRA et al.,2002). Considerando que no presente estudo nédo foi
observada pés-acidificacdo e foi utilizada cultura pura de L. acidophilus, ndo
existindo, portanto, co-cultura que afetasse a sua viabilidade, possivelmente a
interrupcdo da fermentacdo em um valor de pH maior (4,9-4,8) poderia
favorecer a manutencdo da cultura probiética utilizada durante o periodo de
armazenamento de 28 dias.

A legislacdo brasileira define probidticos como microrganismos vivos
capazes de melhorar o equilibrio microbiano intestinal, produzindo efeitos
benéficos a saude do individuo (BRASIL, 2002). Em 2008, houve uma
atualizacao da lista de alegactes de propriedade funcional aprovadas. Dentre
0s probiéticos aprovados para alimentos estava o Lactobacillus acidophilus e
como requisito para a utilizacdo da alegagdo “O (indicar a espécie do
microrganismo) (probi6tico) contribui para o equilibrio da flora intestinal. Seu
consumo deve estar associado a uma alimentacdo equilibrada e habitos de
vida saudaveis”, a quantidade minima viavel para os probidticos deveria estar
situada na faixa de 10°® a 10° unidades formadoras de colénias (UFC) na
recomendacao diaria do produto pronto para o consumo (BRASIL, 2008). Em

2016, a ANVISA atualizou a Legislagao sobre “Alimentos Com Alegagdes de
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Propriedades Funcionais e ou de Saude”, e valores menores podem ser
aceitos, desde que comprovada sua eficicia (BRASIL, 2016).

Sendo adotado o valor de por¢cado de 200 mL de produto, indicado para
leites fermentados (BRASIL, 2003), o EHSP fermentado apresentou-se em
conformidade com a legislacdo durante pelo menos 14 dias de
armazenamento. Aos 28 dias, apresentou contagem com uma ordem de
grandeza menor que o preconizado devendo, portanto, ser estudado o intervalo
de 14 a 28 dias de armazenamento para definir com maior precisdo o periodo

de viabilidade dos probiéticos em contagem necesséria a alegacéo no roétulo.

5.3.2.3 Andlise de antocianinas

Na Tabela 16, estdo apresentados o0s resultados obtidos para
antocianinas no EHSP recém-processado e nos extratos fermentados durante

28 dias de armazenamento.

Tabela 16. Antocianinas presentes no EHSP nado fermentado e apos a
fermentacdo (EHSP ferm) durante 28 dias de armazenamento

Média + DP** (mg/100g), em base seca

Antocianinas EHSP EHSP ferm EHSP ferm EHSP ferm
t=0 t=14 t=28
Delfinidina-3-glicosideo ND* ND* ND* ND*

Cianidina-3-glicosideo  29,94* +159 23,26° +0,19 20,19° +0,25 19,10° +0,49
Petunidina-3-glicosideo  3,61% +0,14  3,62% +0,02 2,78° +0,28  1,95° +0,19

Antocianinas totais 3355* +1,73 26,88” +0,21 22,97° £0,53 21,05° *0,30

Médias com letras diferentes sobrescritas na mesma linha diferem significativamente pelo teste
de médias de Fisher (p < 0,05).ND* = ndo determinado; **DP = desvio padrao.
O contedado de antocianinas totais do EHSP apresentou reducéo
significativa (p < 0,05) apés a fermentacdo e durante o tempo de
armazenamento de 14 dias, a partir do qual permaneceu estavel até o periodo

estudado de 28 dias (Figura 34). O mesmo comportamento foi observado para
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a antocianina majoritaria, cianidina-3-glicosideo, enquanto que para a
petunidina-3-glicosideo ndo foi observada redugdo no teor de antocianinas do
EHSP para o EHSP ferm t=1, mas houve perda significativa (p < 0,05) durante
o periodo de armazenamento avaliado. Diferentemente do perfil apresentado
pelo grdao de soja preta (item 5.3.1.2), a delfinidina-3-glicosideo nédo foi
detectada no EHSP antes ou apds a fermentacédo, tendo sido provavelmente

degradada durante o processo de obtencé&o do extrato.
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Figura 34. Antocianinas presentes no EHSP ndo fermentado e apés a
fermentacdo (EHSP ferm) durante 28 dias de armazenamento.

Considerando o comportamento das antocianinas frente a fermentacao
do extrato de soja preta com bactérias laticas, o Unico trabalho encontrado foi
realizado por De Moraes Filho et al. (2014). Os autores obtiveram queijo quark
a partir da fermentacdo do extrato de soja preta com cultura mista de L.
acidophilus, B. Lactis, L. bulgaricus e S. thermophilus. No entando, as
antocianinas foram quantificadas somente para o produto final apds sinérese,
ndo sendo possivel determinar a perda de antocianinas atribuida
exclusivamente ao processo de fermentagcdo, uma vez que grande parte

desses compostos possivelmente foi perdida no soro.
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Também outros alimentos ricos em antocianinas apresentaram reducéo
nos seus teores quando submetidos ao processo de fermentacéo. Nie et al.
(2017) investigaram o impacto da fermentacdo (Lactobacillus, 37°C por 40 h)
sobre o conteudo total de antocianinas em puré de mirtilo e observaram uma
reducdo de 29% no conteudo total de antocianinas quando comparado ao
mirtilo fresco. Wiczkowski, Szawara-Nowak e Topolska (2015) verificaram
reducdo de 24% no contelddo de antocianinas de repolho roxo apds o processo
de fermentacdo. Mesmo comportamento foi reportado por Lan et al. (2017) que
atribuiram a reducdo dos teores de antocianinas as reacdes e interacdes de
polimerizacdo e degradacgéo entre esses e outros compostos fendlicos durante
0 processo de obtencéo de bebida fermentada de roma.

5.3.2.4 Andlise de isoflavonas

A tabela 17 apresenta o perfil e o teor de isoflavonas presentes no
extrato de soja preta ndo fermentado (EHSP) e no extrato fermentado (EHSP
ferm) logo apos a fermentacéo (t=0) e nos tempos 14 (t=14) e 28 (t=28) dias de
armazenamento.

A alteracdo do perfil de isoflavonas ocorreu no extrato fermentado em
funcdo da fermentacado, contudo ndo houve diferenca significativa (p<0,05) no
teor de isoflavonas totais entre a amostra ndo fermentada e a amostra
fermentada, durante o tempo de armazenamento estudado (Figura 35-D).

A fermentacdo promoveu a hidrolise das fragBes glicosidicas das
isoflavonas convertendo parte delas em agliconas. Esse efeito foi observado
com maior amplitude na conversado de genistina em genisteina (Figura 35-C).
Esse comportamento é amplamente relatado em trabalhos com alimentos
fermentados de soja (WU e CHOU, 2009; CHENG et al., 2011; LEE et al.,
2015). De acordo com Lee et al. (2015), o efeito da fermentacdo sobre as
isoflavonas deve-se a capacidade de alguns microrganismos de produzir -
glicosidases e promover a hidrolise das isoflavonas glicosidicas durante o

processo de fermentagéao.

143



50.00 - ) ~4=Daidzina 50,00 - (B) —+—Glicitina
40,00 0\,\*’, Daidzeina 25,00 —m—Gliciteina
2000 { H—————l,
= 30,00 - =
= € 1500 -
S 20,00 - g
£ £ 10,00 -
10,00 -
_.__’,_.I—.———I 5,00 -
0.00 - s . - . 000 | m—————a
~ A Q ) T %
A P
Qg\ \6\ {\:\‘ll {:\’/ ,3‘;’ (@“\ ,(‘1:" ,\,;\«
c§® & @ € \6&‘ &
SRS F £ £
« & & & &
c D
90,00 - © —¢=—Genistina 180,00 - D)
75.00 - == Genisteina 160,00 - == |soflavonas totais
o 60,00 - ~N————— -
g 4500 g MO0 ——0_  —
g 30,00 - E
15 00 120,00 -
0.00 +— W= ' T 100,00 ,
g &L ;S & P W
& & A A, ({‘5\ & & &
¢ & & & & &
«3‘%2 g 8 £ K &
& & & & &

Figura 35. Isoflavonas presentes no EHSP néo fermentado e apos a
fermentacao (EHSP ferm) durante 28 dias de armazenamento.

Tabela 177. Isoflavonas presentes no EHSP e ap6s a fermentacdo (EHSP
ferm) durante 28 dias de armazenamento

Média + DP** (mg/100g), em base seca

Isoflavona EHSP EHSP ferm t=0 EHSP ferm t=14 EHSP ferm t=28
Daidzina 41,95 +0,50 40,27* +1,19 38,72% +2,42 40,33* +0,50
Glicitina 20,14* +0,23 20,52% +0,58 19,61% +1,28 20,48% +0,25
Genistina 71,52° +0,56 60,84" +0,87 58,40° +2,39 59,91° +0,71
Daidzeina 1,46 +0,02 478" +0,35 459" +0,44 5,11° +0,02
Gliciteina 0,63* +0,05 1,45° +0,05 1,40° +0,12 1,52° +0,00
Genisteina 1,69 +0,00 12,68° +1,09 12,16° +1,23 13,45" +0,14
'Soﬂz’;gas 137,39° +135  14053° +4,14 134,86° +7,89  140,81% +1,61

*Médias com letras diferentes sobrescritas na mesma linha diferem significativamente pelo

teste de médias de Fisher (p < 0,05). **DP = desvio padrao.
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Hong et al. (2012) avaliaram o aumento do contetdo de isoflavonas
agliconas em bebida de soja preta fermentada com L. acidophilus e verificaram
que, em 12 horas de fermentacédo a 37°C, o teor das isoflavonas glicosidicas
daidizina e genistina reduziram de 2,85 para 0,13 mg/100g e de 1,85 para 0,67
mg/100g, respectivamente. Por outro lado, o teor das isoflavonas agliconas
correspondentes, daidzeina e genisteina, aumentou de 0,27 para 0,89 mg/100g
e de 0,51 para 3,45 mg/100g, respectivamente.

Lee et al. (2015) também verificaram a conversdo de isoflavonas
glicosidicas em aglicona durante a fermentacéo de bebida de soja preta com L.
acidophilus. Os autores encontraram que os valores de daidzina e genistina
reduziram de 149,04 para 3,10 mg/100g e de 169,84 para 5,93 mg/100g,
respectivamente, enquanto o0s conteuddos de daidzeina e genisteina
aumentaram de 4,99 para 105,20 mg/100g e de 7,84 para 181,06 mg/100g,
respectivamente, no extrato de soja preta fermentado durante 12 h a 37°C.

As agliconas sdo as formas biologicamente ativas no organismo e
estudos tém revelado que essas formas sédo absorvidas mais rapidamente e
em maiores quantidades que seus glicosideos, sendo que as isoflavonas
glicosidicas sédo convertidas em agliconas no organismo tanto pela acdo das B-
glicosidases da mucosa intestinal, quanto da microbiota (ISMAIL e HAYES,
2005; CHEN et al., 2012, LEE et al., 2015). Portanto, o aumento das formas
agliconas no EHSP fermentado pode ser considerado como um beneficio

decorrente do processo de fermentacédo ao qual o extrato foi submetido.

5.3.2.5 Estimativa da atividade antioxidante

Foi observado um aumento significativo (p < 0,05) da atividade
antioxidante, estimada pelo método DPPH, para o extrato de soja preta ap6s o
processo de fermentagéo com L. acidophilus (Tabela 18).

A amostra de EHSP recém-processado apresentou valor de EC50 maior
que a amostra de EHSP ferm (p<0,05), a qual nao diferiu durante o periodo de
armazenamento. Sendo o valor de DPPH expresso em EC50, quantidade de
amostra para reduzir a concentracdo de DPPH em 50%; quanto menor o valor
de EC50 maior a atividade antioxidante exercida pela amostra.
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Tabela 18. Atividade antioxidante pelo método DPPH do EHSP e do EHSP
ferm durante 28 dias de armazenamento

DPPH (EC50) + DP**

Amostra (mg/L)
EHSP 0,58% +0,02
EHSP ferm T=0 0,28" +0,07
EHSP ferm T=14 0,22° +0,04
EHSP ferm T=28 0,18" +0,03

*Médias com letras diferentes sobrescritas na mesma linha diferem significativamente pelo
teste de médias de Fisher (p < 0,05). **DP = desvio padréo.

Na Figura 36, é possivel visualizar a tendéncia de comportamento da
atividade antioxidante do extrato de soja preta, estimada por DPPH, durante o
processo de fermentacéo e periodo de armazenamento do produto fermentado.
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Figura 36. Atividade antioxidante pelo método DPPH do EHSP antes e apos a
fermentacao (EHSP ferm) durante 28 dias de armazenamento.
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Lee et al. (2015) também verificaram maior atividade antioxidante,
estimada pelo método DPPH, no extrato de soja preta fermentado com L.
acidophilus comparado ao controle ndo fermentado.

A atividade antioxidante por DPPH foi avaliada por Chun et al. (2008)
para extratos fermentados de soja amarela (SA) e soja preta (SP) em
diferentes proporgcbes (SA:SP = 100:0, 70:30, 50:50 e 100:0, v/v) e foi
observado um acréscimo significativo (p < 0,05) da atividade antioxidante a
medida que a porcentagem de soja preta na bebida fermentada aumentou.

No trabalho desenvolvido por Pyo et al. (2005), foi demonstrado que o
aumento da atividade antioxidante pelo método DPPH para um produto de soja
fermentado com bactérias laticas apresenta correlagdo com uma maior
concentracdo de isoflavonas agliconas convertidas durante o processo
fermentativo. Além disso, as proteinas de soja e o0s polifenéis menos
biodisponiveis na forma in natura podem ser convertidos em formas mais
biodisponiveis pela fermentacao, resultando em produtos com maior atividade
antioxidante (SANJUKTA, RAI e SAHOO, 2017).

Outro método comumente utilizado para estimar a atividade antioxidante
em alimentos € 0 ORAC. No presente estudo ndo foi observada diferenca
significativa (p<0,05) para os valores de ORAC entre o EHSP n&o fermentado
recém-processado e de EHSP fermentado nos tempos t=14 e t=28. Apesar da
aparente reducdo da atividade antioxidante logo apos a fermentacdo (EHSP
ferm t=0) este resultado ndo representou a tendéncia de comportamento
confirmada pelos pontos seguintes (EHSP ferm t=14 e t=28) (Tabela 19).

Tabela 19. Atividade antioxidante pelo método ORAC do EHSP néo
fermentado e apds a fermentacao (EHSP ferm) durante 28 dias de

armazenamento
ORAC + DP** ORAC + DP**
Amostra (umol QE/g) (umol TE/g)
EHSP 35,91% +1,46 156,40% + 1,45
EHSP ferm t=0 31,80° +0,06 139,07° +4,17
EHSP ferm t=14 36,78% +1,48 156,48 +4,73
EHSP ferm t=28 34,28% +0,45 150,51* +2,49

*Médias com letras diferentes sobrescritas na mesma linha diferem significativamente pelo
teste de médias de Fisher (p < 0,05). **DP = desvio padréo.
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Nado foram encontrados resultados de estimativa de capacidade
antioxidante avaliada por ORAC para bebidas fermentadas de soja preta na
literatura. Embora tenha sido observada uma reducdo no conteudo de
antocianinas durante a fermentacdo do EHSP, a atividade antioxidante entre o
EHSP e o EHSP fermentado foi mantida, possivelmente devido a conversao
das isoflavonas glicosidicas em agliconas equilibrando a perda de atividade
provocada pela diminuicdo das antocianinas.

5.3.3 Avaliacédo da inativacao de fatores antinutricionais

A determinacao da atividade ureatica € uma medida usada pela industria
para avaliacdo da efetividade do tratamento térmico sobre os fatores
antinutricionais, uma vez que a enzima urease apresenta resisténcia térmica
similar aos principais fatores antinutricionais da soja, especialmente ao inibidor
de tripsina (DE LIMA et al., 2011).

Conforme ilustrado na Tabela 20, a soja preta grdo (SP) apresentou
atividade uredtica de 1,78, enquanto o EHSP e a Okara apresentaram valores
de diferenca de pH de 0,30 e 0,36, respectivamente. Valores de diferenca de
pH entre 0,02 a 0,30 indicam adequacdo do tratamento térmico aplicado ao
produto de soja (PAULSEN, 2008, DE LIMA et al., 2011). Estes resultados
indicam que o processamento do extrato de soja foi adequado para a reducao
de compostos antinutricionais, e ndo foi verificado alteracdo em funcédo do
processo fermentativo. Por outro lado, para utilizacdo da okara como

ingrediente deve ser aplicado tratamento térmico adicional.

Tabela 20. Atividade ureatica do EHSP nao fermentado e apds a fermentacéo
(EHSP ferm) durante 28 dias de armazenamento

Atividade Ureética

Amostra (Diferenca entre pH)
SP 1,78
EHSP 0,30
SP Ferm t=0 0,31
SP Ferm t=14 0,31
SP Ferm t=28 0,29
Okara 0,36
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5.3.4 Aceitacao sensorial de bebidas fermentadas de soja preta

A aceitabilidade do consumidor para as bebidas fermentadas de soja
preta com diferentes sabores revelou diferencas significativas (p < 0,05) entre
as amostras avaliadas (Tabela 21). Os valores médios das bebidas
fermentadas variaram de 5,6 (gostei ligeiramente) a 7,6 (gostei muito). A
bebida fermentada formulada com preparado de fruta sabor morango
apresentou em média, o valor mais elevado de aceitacdo (7,6), seguido da
bebida sabor uva (7,0). A bebida adicionada apenas de acucar (5,6) e a bebida
sabor ameixa (5,9) ndo diferiram entre si (p < 0,05), apresentando 0s menores
valores de aceitacéo entre as quatro bebidas avaliadas.

Tabela 21. Valores médios de aceitacdo® de bebidas fermentadas de soja preta
com diferentes formulacfes

Bebida Fermentada de Soja Preta Médias Estimadas
Adicionada apenas de agucar 5,6°
Sabor ameixa 5,9°
Sabor morango 7,6%
Sabor uva 7,0°

§ Avaliada por escala hedbnica de 9 pontos variando de 1: ndo gostei extremamente
até 9: gostei extremamente. Diferentes letras em sobrescrito significam valores
estatisticamente diferentes (p < 0.05) pelo teste de Fisher.

Chun et al. (2008) avaliaram a aceitacdo de bebidas fermentadas de
soja preparadas a partir de extrato de soja amarela e preta, formuladas apenas
com acucar, com Streptococcus infantarius 12 e Weisellia sp.4. Os autores
processaram o extrato de soja amarela a partir da soja descascada, enquanto o
extrato de soja preta foi processado com a casca em funcao da presenca das
antocianinas. O extrato fermentado obtido a partir de 100% soja amarela
apresentou a maior aceitabilidade (5,9) enquanto a bebida a partir de 100%
soja preta teve a menor aceitagéo (5,2) em uma escala de 9 pontos. Conforme
apresentado anteriormente (Tabela 21), a nota média de aceitagdo para a

bebida fermentada adicionada apenas de acucar foi de 5,6, valor intermediario
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entre os obtidos no referido trabalho que comparou os extratos fermentados de
soja preta e amarela.

Em seguida, a analise hierarquica de cluster foi utilizada para identificar
consumidores com diferentes classificacfes de aceitacdo para as bebidas de
soja. Para segmentacdo pela analise de cluster, foram revelados trés
segmentos de consumidores nos quais houve diferenga (p < 0,05) de aceitagéo

das amostras (Tabela 22).

Tabela 22. Valores médios de aceitacéo® de bebidas fermentadas de soja preta
para cada um dos trés subgrupos de preferéncias (clusters)

Segmentos de consumidores

Bebida Fermentada de Soja Preta Cluster1  Cluster2 Cluster 3
(n=30) (n=33) (n =40)
Adicionada apenas de aclcar 4,1° 4,7° 7,47
Sabor ameixa 3,2 7,0° 7,0
Sabor morango 6,4% 7.7 8,3
Sabor uva 6,5" 6,0 8,2%

§ Avaliada por escala hedbnica de 9 pontos variando de 1: ndo gostei extremamente
até 9: gostei extremamente. Diferentes letras em sobrescrito significam valores
estatisticamente diferentes (p < 0.05) pelo teste de Fisher.

Os consumidores do cluster 1 atribuiram as menores pontuagdes em
geral para todas as amostras e em contrapartida, os consumidores do cluster 3
deram as maiores notas para todas as amostras.

A bebida fermentada de soja preta sabor morango foi a mais aceita em
todos os 3 clusters formados, com pontuacéo que variou de 6,4 a 8,3 entre os
segmentos. Os consumidores do cluster 1 preferiram igualmente as bebidas
sabor morango e uva, seguidas pela bebida adicionada apenas de acucar e
sabor ameixa, que também nédo diferiram entre si quanto a aceitacdo dos
consumidores desse segmento. Para o cluster 2, as bebidas sabor morango e
ameixa foram igualmente aceitas com as maiores notas, seguidas da bebida
sabor uva e por ultimo pela bebida adicionada apenas de agucar. Para o cluster
3, segmento com o maior numero de consumidores com percepg¢des afins, as
bebidas sabor morango, uva e a adicionada apenas de acUcar ndo diferiram
entre si quanto a sua aceitacao e tiveram valores maiores que a amostra sabor
ameixa.
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Em relacdo a influéncia da frequéncia de consumo sobre a aceitacao
das amostras, observa-se que as maiores notas atribuidas as amostras de um
modo geral refletem a periodicidade do consumo, ou seja, as maiores notas
foram atribuidas aos consumidores com maior frequéncia de consumo (Tabela
23).

Tabela 233. Valores médios de aceitacdo® de bebidas fermentadas de soja
preta em funcéo da frequéncia de consumo de bebidas de soja pelos

provadores
Bebida Fermentada de Frequencia de consumo
Soja Preta Nunca Raramente Frequentemente Diariamente
(n=19) (n=58) (n=24) (n=2)

Adicionada apenas de acticar 5,6 5,3% 6,0 8,02

Sabor ameixa 4,8° 5,9% 6,7%° 7,5%

Sabor morango 6,7% 7,6 8,0° 9,0%

Sabor uva 7,0 6,7% 7,5° 8,5

Diferentes letras em sobrescrito significam valores estatisticamente diferentes
(p = 0,05) pelo teste de Fisher.

Considerando que a maioria dos consumidores (58 pessoas) consomem
bebidas de soja raramente, ou seja, ndo possuem habito de consumo desse
tipo de produto, as médias das notas atribuidas por esse grupo para as bebidas
fermentadas de soja preta com diferentes formulagbes variaram de 5,3
(adicionada apenas de acucar) a 7,6 (sabor morango), o que pode ser
considerado uma aceitacao alta, especialmente para produtos de soja (Felberg
et al., 2010).

O processo de fermentacdo contribuiu com a melhoria das
caracteristicas sensoriais no produto elaborado a partir de soja preta, refletido
globalmente na aceitagdo melhor das amostras fermentadas comparadas com
a nao fermentada apresentada no Capitulo 4. Estes resultados corroboram a
afirmacao de Jay (2005) de que o processo de fermentacdo em geral promove

alteracOes sensoriais desejaveis de textura, aroma e sabor.
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5.4 CONCLUSOES

v' O gréo de soja preta BRM 09-50995 apresentou valores de composicdo
centesimal, compostos bioativos (isoflavonas e antocianinas) e atividade
antioxidante de acordo com as faixas de variagdo encontrada na

literatura para soja preta.

v' A composicao do extrato de soja preta apds a fermentacdo apresentou

reducado nos teores de carboidratos e aumento no teor de lipidios.

v" O L. acidophilus foi capaz de fermentar o extrato de soja preta utilizando
os oligossacarideos (estaquiose e rafinose) da soja como fonte de

carbono, além da sacarose.

v" Foi obtida uma bebida probiética de soja preta com viabilidade minima
de probiéticos de 10® UFC por porcdo de 200 mL durante 14 dias de

armazenamento.

v Houve reducao de 20% no teor de antocianinas do extrato de soja preta

apos a fermentacao.

v O processo de fermentacdo promoveu a conversdo das isoflavonas

glicosidicas em agliconas, sem alteragédo do conteudo total.

v A fermentacdo manteve ou melhorou a atividade antioxidante do extrato

de soja preta desenvolvido.

v" O processo de fermentacado contribuiu para a melhor aceitacdo sensorial
de bebidas de soja preta. Dentre os sabores estudados, a bebida sabor
morango obteve a maior média de aceitagdo, correspondendo a “gostei

muito” na escala de avaliagao.

v A okara de soja preta apresentou caracteristicas nutricionais e de
compostos bioativos potencialmente favoraveis a sua utilizacdo como

ingrediente alimenticio.
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CAPITULO 6 CONCLUSOES FINAIS E SUGESTOES PARA
TRABALHOS FUTUROS

6.1

CONCLUSOES FINAIS

v' O grédo de soja preta BRM 09-50995 foi caracterizado em termos de

composicdo centesimal, compostos bioativos (isoflavonas e
antocianinas) e atividade antioxidante e os resultados obtidos estavam
em conformidade com os valores encontrados na literatura para soja

preta;

v' Os processos tradicionais utilizados para obtencdo de extrato de soja

amarela ndo foram adequados a obtencdo de extrato de soja preta
devido a perda de antocianinas ao longo dos processos. Neste sentido,
0 processo desenvolvido constituido pelas etapas de moagem dos
graos, cozimento (80 °C / 5 min), homogeneiza¢cdo, centrifugacdo e
pasteurizacdo (98 °C / 5 min), foi o0 mais adequado para obtencédo de
extrato de soja preta com maior teor de compostos bioativos e
capacidade antioxidante;

v' O processo de fermentacdo promoveu alteracdo na composicao

centesimal, no contetdo de antocianinas e no perfil de isoflavonas do
extrato de soja preta. As alteragbes nos compostos bioativos

influenciaram, por sua vez, a atividade antioxidante estimada,;

v" O L. acidophilus foi capaz de utilizar os oligossacarideos estaquiose e

rafinose presentes no extrato de soja preta como fonte de carbono
durante a fermentacdo. A cultura probidtica apresentou reducdo de 1

ciclo logaritimico a cada 14 dias de armazenamento;

v O processo de fermentacdo promoveu a conversdo das isoflavonas

glicosidicas em agliconas, sem alteracdo do conteudo total,
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6.2

v" A aceitacdo de bebida achocolatada formulada a partir do extrato de soja

preta foi similar a uma bebida organica de soja amarela sabor chocolate.
No entanto, a aceita¢cdo de ambas foi inferior & bebida lider de mercado.
A fermentacao contribuiu para a melhor aceitacdo sensorial de bebidas
de soja preta. A formulacdo com diferentes sabores pode aumentar de
forma significativa a aceitagdo das bebidas fermentadas de soja preta,
com destaque para sabores comumente utilizados para bebidas lacteas,

a exemplo do sabor morango;

As bebidas de soja preta podem ser consideradas produtos em potencial

para promover o consumo deste tipo de soja no mercado ocidental.

SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Estudos complementares comparando a fermentagéo de extrato de soja
amarela comercial e do extrato de soja preta desenvolvido durante 28

dias de armazenamento;

Estudos de avaliacdo de diferentes combinacdes de culturas probidticas

e sua influéncia nas caracteristicas do extrato de soja preta fermentado;

Estudos in vitro e in vivo para avaliar o efeito na salde do consumo dos
produtos desenvolvidos quanto as propriedades relatadas em literatura

cientifica;

Avaliacdo de outros métodos para determinacdo de atividade

antioxidante;

Estudo de processamento de outros produtos a partir do extrato de soja

preta obtido neste trabalho;

Desenvolvimento e avaliagdo de produtos utilizando a okara de soja

preta.
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