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MATSUBARA, Suzana Tiemi. Bebida fermentada a base de soja com gérmen de
soja e Lactobacillus reuteri. 2014. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia de
Alimentos) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2014.

RESUMO

A soja é considerada um alimento funcional por conter fitoquimicos, como as
isoflavonas, que sao bioativos no organismo humano. As isoflavonas estao
concentradas principalmente no gérmen da soja. As bactérias probidticas séo
utilizadas no processo fermentativo de alimentos, e quando sdo consumidas numa
concentragao de 8-9 log UFC por porgao diaria, podem promover beneficios a saude
humana. O objetivo do trabalho foi formular e caracterizar uma bebida fermentada de
soja com propriedades funcionais. Foi utilizado extrato de soja da cultivar BRS 257,
adicionado de 3% (m/v) de gérmen de soja e 4% (v/v) de Lactobacillus reuteri, e
fermentado a 36 °C por 24 h. O extrato fermentado, com (EGFA) ou sem (EGF)
adicdo de 12% (m/m) de sacarose, foi estudado durante o armazenamento a 4 °C
por 30 dias, e foram realizados contagens de células viaveis em agar MRS, pH,
acidez titulavel, determinacdo e quantificacdo de isoflavonas por CLUE,
quantificacdo de compostos fendlicos por Folin-Ciocalteau e de capacidade
antioxidante por sequestro de radicais DPPH- e ABTS+:, além das analises de
composicao centesimal, e de aceitacdo sensorial de EGFA por escala hedbnica. O
EGF apresentou valores de 4,56% de proteinas, 2,07% de lipidios, 1,98% de
carboidratos e 0,51% de cinzas, superiores ao EGFA, exceto pelo teor de lipidios e
de carboidratos. Além disso, o EGF exibiu contagens de probidticos viaveis de 8,30
t+ 0,04 log UFC.g-1, atendendo a legislagao brasileira, pH de 3,29 + 0,03 e acidez
titulavel de 0,89 + 0,03 g acido latico.100 g-1 de produto, no final do periodo de
estocagem. Para o EGFA, os valores encontrados foram, respectivamente, 7,80 +
0,13 log UFC.g-1, 3,19 + 0,09 e 0,91 + 0,02 g acido latico.100 g-1 de produto. Em
relacéo as isoflavonas, o EGF mostrou maior conteudo de isoflavonas totais (15,74 +
0,02 mg.g-1) e presenca de glicitina. O conteudo de fendlicos totais encontrado para
EGF também foi maior (273,40 + 0,77 mg EAG.100 g-1). Apds os calculos, foi
constatado que 100 g de EGF e de EGFA concentram, respectivamente, 155,35 mg
(67,66 mg de isoflavonas agliconas) e 100,35 mg (43,45 mg de agliconas) de
isoflavonas totais. Quanto a atividade antioxidante, o EGF apresentou aumento
significativo (p < 0,05) apés 15 dias de armazenamento, e o EGFA mostrou
estabilidade ao longo dos 30 dias. Por fim, o EGFA obteve nota média de 5,31
1,83 para o atributo sensorial de aceitacdo global. Concluiu-se que o produto
fermentado apresenta propriedades nutritivas, microbioldégicas e funcionais
adequadas, estabilidade por 30 dias e aceitagao global igual a 5,31 (n&o gostei, nem
desgostei).

Palavras-chave: Probidticos. Isoflavonas. Antioxidante. Alimento funcional.



MATSUBARA, Suzana Tiemi. Fermented soy drink with soy germ and
Lactobacillus reuteri. 2014. Dissertation (Master of Food Science — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina. 2014.

ABSTRACT

Soybeans are considered a functional food because contain phytochemicals such as
isoflavones, which are bioactive to the human body. Isoflavones are concentrated
mainly in soy germ. Probiotics are used in the fermentation of foods, and when they
are consumed in a concentration of 8-9 log CFU per daily portion, may promote
human health benefits. The aim was to formulate and characterize a fermented soy
drink with functional properties. The soymilk from BRS 257 soybeans with 3% (w/v)
of soy germ and 4% (v/v) of Lactobacillus reuteri, and fermented at 36 °C for 24 h,
was used. The fermented soy germ-soymilk, with (FSS) or without (FS) 12% (w/w) of
sucrose, was studied during storage at 4 °C for 30 days, and viable cell counts on
MRS agar, pH, titratable acidity, determination and quantification of isoflavones by
UPLC, quantification of phenolic compounds by Folin-Ciocalteau and antioxidant
activity by scavenging of radicals DPPH- and ABTS-+ were performed, in addition to
the analyzes of proximate composition and sensory acceptance of FSS by hedonic
scale. The FS showed values of 4.56% protein, 2.07% fat, 1.98% carbohydrate and
0.51% ash, higher than the FSS except for fat and carbohydrate. In addition, the FS
exhibited viable probiotics counts of 8.30 + 0.04 log CFU.g-1 in accordance with
Brazilian regulation, pH of 3.29 + 0.03 and titratable acidity of 0.89 + 0.03 g lactic
acid.100 g-1 at the end of storage. For FSS, the values were, respectively, 7.80 +
0.13 log CFU.g-1, 3.19 £ 0.09 and 0.91 + 0.02 g of lactic acid.100 g-1. Regarding the
isoflavones, FS showed the highest content of total isoflavones (15.74 £ 0.02 mg g-
1), and presence of glycitin. The total phenolic content found for FS was also higher
(273.40 £ 0.77 mg GAE.100 g-1). After the calculations, it was found that 100 g of FS
and FSS contain, respectively, 155.35 mg (67.66 mg isoflavone aglicone) and 100.35
mg (43.45 mg isoflavone aglicone) total isoflavones. For antioxidant activity, the FS
increased significantly (p < 0.05) after 15 days of storage, and FSS showed stability
over the 30 days. Finally, the FSS had an average score of 5.31 + 1.83 for the
sensory attribute of overall acceptance. It was concluded that the fermented product
has nutritional, microbiological and functional properties, stability for 30 days and
overall acceptance equal to 5.31 (neither liked nor disliked).

Key words: Probiotic. Isoflavones. Antioxidant. Functional food.
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1 INTRODUCAO

Alimentos funcionais, além de fornecer nutrientes basicos, podem
exercer acdo positiva em uma ou mais funcbes do organismo, atuando na
promoc¢do da saude e na prevencdo de doencas. Um alimento largamente
produzido no Brasil e considerado funcional € a soja. A soja possui alto valor
nutricional, € rica em proteina, possui aminoacidos essenciais e contém
compostos quimicos que sao bioativos no organismo humano. Entre esses
fitoquimicos estéo as isoflavonas, encontradas em diferentes partes do gréo
mas concentradas principalmente no gérmen da soja. Apds serem ingeridas, as
isoflavonas sofrem biotransformacao pelas bactérias col6nicas, liberando as
formas agliconas que, por semelhanca estrutural com o hormdnio estrégeno,
mimetizam a acdo hormonal e auxiliam na reducdo de doencas associadas a
desregulacdo dos niveis estrogénicos. As agliconas podem atuar também
como antioxidantes, prevenindo o desenvolvimento de doencas cronico-
degenerativas.

A fermentacéo de derivados da soja por bactérias laticas tem o potencial
de melhorar as caracteristicas nutricionais, sensoriais e de estabilidade do
produto, contribuindo para maior aceitacao pelo consumidor e para o aumento
da vida de prateleira. Essas bactérias podem sintetizar a enzima S-glicosidase,
responsavel pela conversao das isoflavonas glicosidicas da soja em agliconas.
Os Lactobacillus reuteri sdo espécies de bactérias laticas consideradas
probidticas, ou seja, quando ingeridas em quantidades adequadas séo capazes
de sobreviver a passagem pelo trato gastrintestinal, de colonizar o intestino e
modular a microbiota entérica, atuando contra as desordens do organismo e
exercendo efeitos positivos para a saude e para o bem-estar do individuo. A
insercdo de probidticos em produtos de origem vegetal tem sido amplamente
estudada, visando incrementar o mercado de alimentos funcionais com alto
valor agregado.

O objetivo do trabalho foi desenvolver e caracterizar fisico-quimica,
sensorial e microbiologicamente bebida fermentada com cultura probiotica a

base de extrato e gérmen de soja.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Desenvolver e caracterizar bebida funcional a base de extrato e gérmen

de soja, fermentada com cultura probiotica.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar as melhores condi¢bes (temperatura e tempo) de crescimento
do L. reuteri em extrato de soja com gérmen de soja;

e Caracterizar o produto quanto a composi¢cdo centesimal, perfil de
textura, contagem de células viaveis, acidez titulavel, conteudo de
compostos bioativos (fendlicos totais e isoflavonas) e capacidade
antioxidante;

e Avaliar a estabilidade quimica e microbioldgica do produto armazenado
a 4 °C durante 30 dias;

e Avaliar a aceitabilidade sensorial da bebida fermentada.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ALIMENTOS FUNCIONAIS

Por definicdo, alimento funcional é aquele que além de possuir 0s
nutrientes adequados demonstra ter acdo benéfica sobre uma ou mais
funcdes-alvo do organismo, de maneira relevante na manutencao da saude, no
bem-estar do individuo e/ou na reduc¢éo do risco de doencas (ROBERFROID,
2002).

Sao alimentos frescos ou processados, cuja presenca natural ou ndo de
compostos bioativos, quando incorporados na dieta convencional, pode trazer
beneficios fisioldgicos especificos, corrigindo disturbios metabdlicos, regulando
as funcbes do organismo e auxiliando na protecdo contra doengas como
hipertenséo, diabetes, cancer, osteoporose e coronariopatias (WALZEM, 2004;
CANDIDO; CAMPOS, 2005).

O conceito surgiu no Japao na década de 80, apds 0 governo japonés
financiar projetos de pesquisa relacionados a influéncia da alimentacdo na
saude humana, com o intuito de promover beneficios, reduzir os custos
meédicos e melhorar a qualidade de vida da populacdo de idosos. Os estudos
apontaram que as doencas crénicas possuem origem multifatorial, muitas delas
associadas a dieta do individuo, tornando os alimentos em alvos de pesquisas
relacionadas as diversas enfermidades (ARAI et al., 2001; HENRY, 2010).

O Japéao foi o pioneiro na producdo e comercializacdo de alimentos
funcionais, denominados FOSHU (Foods for Specified Health Use — alimentos
para uso especifico de saude), regulamentados a partir de 1997. Cerca de 500
tipos de produtos funcionais jA sao comercializados no pais, porém a
investigagdo de compostos bioativos nos alimentos ainda continua em razéo da
capacidade promissora de beneficiar as funcbes do organismo (ARAI et al.,
2001; CHEN et al., 2012).

No Brasil, os alimentos funcionais sao regulados pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria — ANVISA com base na legislacdo instituida em 1999,
que determina os critérios de avaliacdo da seguranca, do risco e da adequacao
das propriedades funcionais alegadas ao alimento, ndo sendo permitida

referéncia a prevencao, tratamento ou cura de doencas. As resolucdes
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brasileiras relativas ao assunto sao: ANVISA/MS 16/99, 17/99, 18/99, 19/99 e
02/2002 (BRASIL, 1999a, 1999b, 1999c, 1999d; BRASIL, 2002).

3.1.1 Probidticos

O termo probiodtico refere-se ao micro-organismo vivo que, quando
administrado em quantidade adequada, confere beneficios a saude do
hospedeiro (FAO/WHO, 2002). A palavra significa “pro-vida” e reflete os efeitos
dos probidticos na melhora e no equilibrio das fungdes do trato gastrintestinal e
do sistema imune, reduzindo os riscos de desenvolvimento de doengas como
cancer e dislipidemias (SINGH et al., 2011).

Os micro-organismos considerados probiéticos ndo sao patogénicos ou
toxicos, devem ser estaveis durante a fabricacdo e o armazenamento do
produto alimenticio no qual foram inseridos, devem ser capazes de resistir as
condicBes gastricas e intestinais, mantendo-se viaveis para que possam
exercer influéncia positiva na saude humana ou animal (MARTEAU; SEKSIK;
JIAN, 2002).

O mecanismo de acdo dos probidticos envolve a modificagdo do pH
intestinal, producdo de compostos antimicrobianos, competicdo por sitios de
ligacdo, por nutrientes ou fatores de crescimento que inibem o crescimento de
micro-organismos  patégenos invasivos, e estimulo de células
imunomodulatérias. Os probiéticos atuam na funcdo de barreira da mucosa e
estabilizam a permeabilidade intestinal, contribuindo no tratamento de diarreias,
gastroenterites, colites, alergias alimentares, entre outros (SINGH et al., 2011).

Segundo a Comissdo Tecnocientifica de Assessoramento em Alimentos
Funcionais e Novos Alimentos da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(CTCAF-ANVISA), a quantidade minima adequada de probiéticos viaveis para
gue exerca beneficios a salude deve estar situada na faixa de 8-9 log UFC por
por¢do diaria do produto pronto para consumo (BRASIL, 2002; 2008).

Os probidticos podem ser bactérias, bolores ou leveduras,
tradicionalmente utilizados em produtos lacteos. Contudo, estudos tém
investigado a insercdo de probidticos em matrizes de cereais ou vegetais para
o desenvolvimento de novos produtos funcionais (PRADO et al., 2008;
RIVERA-ESPINOZA; GALLARDO-NAVARRO, 2010).
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A maioria das bactérias probidticas pertence ao grupo das bactérias
acido-laticas, sendo veiculadas em iogurtes, leites e outros alimentos
fermentados (PARVEZ et al., 2006; SINGH et al., 2011). Dentre as BAL, os
Lactobacillus reuteri tém sido considerados promissores para O CONSUMO
humano, em razdo da funcionalidade fisiolégica demonstrada por ensaios
clinicos in vivo e das caracteristicas que permitem que sejam incorporados aos

alimentos funcionais.

3.1.1.1 Lactobacillus reuteri

Os Lactobacillus reuteri (L. reuteri) sdo bactérias Gram-positivas, nédo
formadoras de esporos e imdveis. Apresentam crescimento o6timo em
temperaturas entre 37 e 42 °C, e em pH em torno de 6,5. S&o anaeroObias
facultativas, sendo normalmente cultivadas em condicdes com oxigénio
limitado (SINKIEWICZ, 2010).

Pertencem ao grupo das bactérias heterofermentativas, produtoras de
acido latico, acido acético, etanol, diéxido de carbono, entre outros, durante a
fermentacao da glicose. A producdo e a liberacdo de metabdlitos, como acidos
graxos de cadeia curta e de substancias antimicrobianas, permitem que L.
reuteri tenha um efeito inibidor no crescimento de determinados micro-
organismos (SPINLER et al., 2008; SINKIEWICZ, 2010).

Quando cultivado em condi¢des anaerdbias, em meio contendo glicerol,
L. reuteri possui a habilidade de sintetizar e liberar a reuterina (Figura 1)
(SINKIEWICZ, 2010), uma mistura de isébmeros do 3-hidroxipropionaldeido (3-
HPA), que possui acdo de inibicdo bacteriana de largo espectro (TALARICO;
DOBROGOSZ, 1990; CLEUSIX et al., 2007).

A reuterina pode reduzir a carga de micro-organismos indesejaveis no
trato gastrintestinal (patdgenos) ou nos alimentos (deteriorantes), tanto
bactérias Gram-positivas como Gram-negativas, fungos ou protozodrios, sendo
atil como coadjuvante terapéutico contra infeccdes ou como preservante de
alimentos (DOLEYRES et al., 2005; SPINLER et al., 2008).
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Figura 1 - Via de producéao de reuterina por L. reuteri. Fonte: SINKIEWICZ, 2010.

L. reuteri é habitante natural do trato gastrintestinal de humanos, suinos,
frangos e outros animais vertebrados ou mamiferos (DOLEYRES et al., 2005).
Possui resisténcia in vitro em ambientes com pH inferiores a 2,5 e tolerancia a
sais biliares, condi¢cdes que assemelham-se as encontradas no estdbmago e no
intestino delgado, indicando viabilidade no organismo apds a passagem pelo
trato digestivo (PATEL et al., 2004).

A sobrevivéncia de L. reuteri no trato gastrintestinal foi demonstrada em
um estudo in vivo, no qual foi administrada uma dose diaria de 8,6 log UFC de
L. reuteri durante vinte e oito dias em voluntarios saudaveis, e apds esse
periodo foi observada a colonizacdo significativa pelo L. reuteri no duodeno,
estbmago e ileo, além de alteracBes significativas e positivas na resposta
imune da mucosa gastrintestinal (VALEUR et al., 2004).

Em outros estudos, foi observada que a suplementacéo diaria de 8,3-8,6
log UFC de L. reuteri contribuiu com reducdes de: frequéncia e intensidade dos
efeitos colaterais associados a antibioticoterapia utilizada contra infeccdo por
Helicobacter pylori em humanos (LIONETTI et al., 2006), intensidade da dor
abdominal em criancas de 6-16 anos de idade com diagnéstico de dor
abdominal funcional (ROMANO et al.,, 2010), e frequéncia, duragcdo e
recrudescéncia da diarreia aguda em criancas de 6-36 meses de idade
hospitalizadas (FRANCAVILLA et al., 2012).

Em estudos clinicos, foi constatado que a dose diaria de 8 log UFC de L.
reuteri € bem tolerada, segura e eficaz, tanto para o0 homem saudavel quanto

para criangas, recém-nascidos ou pessoas imunodeficientes (SHORNIKOVA et



19

al.,, 1997; WOLF et al., 1998; WEIZMAN; ALSHEIKH, 2006; SAVINO et al.,
2007; DOMMELS et al., 2009; FRANCAVILLA et al.,, 2012). Além disso, foi
comprovado que o iogurte formulado com 10 log UFC de L. reuteri
microencapsulados é seguro para o consumo humano (JONES et al., 2012).
Dessa forma, a insercao de L. reuteri em alimentos funcionais revela-se
promissora, por ser apontado como probidtico seguro, eficaz e com efeitos

positivos na promoc¢ao da saude humana.

3.2 SOJA

A soja [Glycine max (L.) Merrill, nativa da China, tem sido
tradicionalmente utilizada como alimento em paises orientais. Japao, China,
Coréia e Sudeste Asiatico consomem produtos a base de soja, nas formas de
extrato, tofu e molho fermentado (LIU, 1997).

A soja foi introduzida no ocidente em 1765, e a partir de 1910 o cultivo
de soja passou a ser relevante para a rotacdo de culturas, como método de
fixacdo de nitrogénio e recuperacdo do solo. Posteriormente, a soja foi
cultivada para fins de extracdo de 6leo, alimentacdo animal (aves e peixes) e
fabricacdo de biocombustivel (CHEN et al., 2012). Até meados de 1990, a
ingestdo de produtos de soja se restringia aos descendentes de orientais,
vegetarianos, criancas ou adultos intolerantes a lactose ou alérgicos as
proteinas de origem animal (LIU, 1997; MESSINA, 2010).

Classificada como uma das cinco principais fontes nutricionais de
proteinas (carne, leite, ovo, queijo, soja), sendo a Unica de origem vegetal, a
soja tem sido pouco utilizada como alimento no Ocidente devido ao sabor e
aroma relatados como semelhantes ao feijdo cru (beany flavor), atribuidos a
acdo das enzimas lipoxigenases sobre &cidos graxos polinsaturados, que
formam conjugados de hidroperoxidos de &cidos graxos insaturados, e
conferem o sabor indesejavel (ROBINSON et al., 1995). Entretanto, medidas
tecnolégicas tém sido empregadas na tentativa de reduzir a atividade
enzimatica e o sabor desagradavel dos gréos, tais como melhoramento
genético e tratamento térmico (branqueamento), visando maior aceitacdo dos
produtos derivados da soja pelos consumidores (OKUBO et al.,, 1992;
CIABOTTI et al., 2007).
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Além da importancia nutricional, a partir da década de 90 os compostos
fitoquimicos da soja despertaram atencédo no ponto de vista funcional. Estudos
clinicos e epidemiolégicos tém mostrado que a baixa incidéncia de doencas
cronicas na populacédo asiatica esta associada ao consumo a longo prazo de
derivados da soja, e esse fato deve-se a presenca de fitoestrogenos com
similaridade estrutural ao horménio estrégeno humano (SETCHELL, 1998).

Os fitoestrogenos, em particular as isoflavonas, sdo conhecidos por
mimetizar a acdo hormonal e reduzir a incidéncia de doencas e sintomas
relacionados a desregulacdo do estrdgeno no organismo (osteoporose,
hiperlipidemia, cancer de mama, sintomas indesejaveis do climatério)
(SETCHELL, 1998).

Outros compostos bioativos presentes na soja (inibidores de protease,
acidos fendlicos, lignanas, fitoesterbis e saponinas), e o efeito sinérgico entre
eles, foram associados a diminuicdo do desenvolvimento de doencas (CHO,
2010). Assim, em razdo da composicdo quimica, das propriedades nutricionais
e funcionais, e do auxilio na prevencao e no tratamento de doencas, existe
uma nova e forte demanda pelos produtos derivados da soja (MESSINA, 2010).

Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2014), a
producao brasileira de soja estimada para a safra 13/14 € de 86,08 milhdes de
toneladas, mantendo o pais como um dos cinco maiores produtores mundiais
(Estados Unidos, Brasil, Argentina, China e india), e como o segundo maior
exportador mundial (Estados Unidos em primeiro) (USDA-WASDE, 2013). O
Estado do Parana, com producao estimada de 34,79 milhdes de toneladas para
a safra 12/13, figura como o segundo maior produtor entre os estados
brasileiros, perdendo apenas para o Mato Grosso (46,06 milhdes toneladas)
(CONAB, 2014).

3.2.1 Isoflavonas

As isoflavonas pertencem a classe dos flavonoides, do grupo dos
compostos polifendlicos. Sao sintetizadas como fitoalexinas e estocadas em
vacuolos celulares de plantas leguminosas, em resposta ao estimulo fisioldgico
provocado por agentes infecciosos ou as condi¢des estressantes durante o
cultivo da planta (NOGUCHI et al., 2007; VAMERALI et al., 2012). As
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isoflavonas sdo encontradas nos cotilédones e no hipocétilo do grao da soja,
em concentrages que variam entre 0,1 a 5 mg.g" de soja, conforme o
genotipo e as condicdbes ambientais enfrentadas durante a maturacdo da
semente (LIU, 1997; LOZOVAYA et al., 2005).

As formas das isoflavonas da soja sao: -glicosideos (daidzina, genistina
e glicitina), acetil glicosideos (6”-O-acetil-daidzina, 6”-O-acetil-genistina e 6”-O-
acetil-glicitina), malonil glicosideos (6”-O-malonil-daidzina, 6”-O-malonil-
genistina e 6”-O-malonil-glicitina) e agliconas (daidzeina, genisteina e
gliciteina) (Figura 2) (WISEMAN et al., 2002; ROSTAGNO et al., 2009).

HO. a] H.
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oM OH OH
Genistein Daidzein Glycitein
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. - - daidzein
H H H daidzin
COCH; H H 6"-0-acetyldaidzin
COCH,COOH H H 6”"-0-malonyldaidzin
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Figura 2 - Estrutura quimica das isoflavonas da soja. Fonte: WISEMAN et al., 2002.
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Figura 3 - Estrutura quimica da isoflavona e de 17-3-estradiol.
Fonte: SONG; HENDRICH; MURPHY, 1999.
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As isoflavonas sdo compostos bioativos, possuem semelhanca estrutural
com a molécula 17-B-estradiol (Figura 3) e propriedade de ligacdo aos
receptores estrogénicos. Dessa forma, podem mimetizar a acdo hormonal do
estrogeno, exercendo efeitos celulares mais fracos, e atuar na prevengao ou no
tratamento de doencas hormonio relacionadas (SETCHELL, 1998).

O conteudo de isoflavonas em derivados da soja varia em virtude da
cultivar de soja e do processamento utilizados na elaboracdo do produto. Em
gréos de soja in natura e em produtos processados prevalecem as isoflavonas
daidzina e genistina (CHUN; KIM; KIM, 2008). Malonil e acetil glicosideos séo
suscetiveis ao tratamento térmico elevado, sendo convertidos em -
glicosideos. Ja as agliconas sdo encontradas frequentemente em produtos
fermentados (Figura 4) (SETCHELL, 1998).

aglycone

+ Intestinal metabolism and absorption
« Conjugation by glucuronidation and sulfation

Figura 4 - Estrutura quimica da genisteina e seus conjugados indicando os estagios de
degradac¢do ou metabolismo. Fonte: SETCHELL, 1998.

No organismo, as isoflavonas glicosidicas sofrem acdo das enzimas f3-
glicosidases produzidas pelas bactérias intestinais, liberando as formas
agliconas que sdo absorvidas pelas células entéricas e metabolizadas no
figado (YUAN et al., 2012). As agliconas s&o atribuidas as atividades bioldgicas
e funcionais das isoflavonas, pois elas sdo absorvidas pelo intestino em maior
guantidade e com maior rapidez que os glicosideos, e possuem maior potencial
de acao estrogénica (CHEN et al., 2012).

A metabolizagéo das isoflavonas no organismo depende da microbiota
intestinal, e mudancas no balanco bacteriano podem afetar na disponibilidade
das isoflavonas (CHOI et al., 2007; CHUN; KIM; KIM, 2008). Por isso, as
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diferencas interindividuais da microbiota entérica podem explicar em parte 0s
diversos efeitos bioldgicos observados apds o0 consumo da soja, pois € atraves
da acdo bacteriana que as isoflavonas sao biotransformadas em metabdlitos
mais ativos (VERGNE et al., 2007; WONG et al., 2012).

O Food and Drug Administration (FDA), em 1999, aprovou a alegacéo
que o consumo diario de 25 g de proteina de soja, associado a alimentacao
equilibrada, pode reduzir os niveis séricos de colesterol total, e que tal efeito
pode estar relacionado a presenca de isoflavonas, cujo contetdo € de 1-2
mg.g™* de proteina de soja.

Estima-se que, entre idosos chineses e japoneses, o consumo de
isoflavonas em alimentos de soja seja em média 40 mg/dia, enquanto entre
norte-americanos e europeus 0 consumo nao seja maior que 3 mg/dia
(MESSINA, 2010). Ndo had um consenso estabelecido a respeito da dose
minima diéria de isoflavonas que forneca efeitos positivos a saude, e ndo h4 o
reconhecimento pelos 6rgaos regulamentadores que a ingestdo de isoflavonas
estd associada a prevencao e reducdo de determinadas doencas, ainda que
existam evidéncias observadas em pesquisas e apresentadas pela comunidade
cientifica.

Os estudos apontam que as isoflavonas conferem beneficios
significativos e ndo causam prejuizos ao organismo, quando incorporadas a
longo prazo na dieta (SETCHELL, 1998). Um estudo clinico realizado durante 2
anos com mulheres saudaveis no climatério, com suplementacédo diaria de 80-
120 mg de isoflavonas derivadas do hipocétilo de soja, mostrou que o risco de
desenvolvimento de canceres, como de mama e de endométrio, ndo esta
relacionado ao consumo frequente de isoflavonas (STEINBERG et al., 2011).

Diversos estudos clinicos e epidemiologicos tém relatado serem
menores 0s riscos de incidéncia e recorréncia do cancer de mama em
mulheres asiaticas na pés-menopausa (DONG; QIN, 2011; CHO et al., 2010),
em razdo de mudancas epigenéticas que resultam em expressdo de genes
reguladores nas células de proliferacdo e de diferenciacdo do tecido epitelial
mamario. Essas mudancas foram relacionadas ao consumo moderado de soja
ao longo da vida, exemplo da dieta asiatica (HILAKIVI-CLARKE; ANDRADE;
HELFERICH, 2010).
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O mecanismo de acédo das isoflavonas na supressao de tumores pode
ndo ser exclusivamente hormonal. Os fitoestrégenos exibem atividade
antioxidante, antiproliferativa e antiangiogénica, inibindo a acdo de citocinas e
de fatores de crescimento (SETCHELL, 1998). Dessa forma, as isoflavonas
podem inibir ou modular o crescimento de células cancerigenas, como as
células prostaticas (WANG et al., 2009a; DE SOUZA et al., 2010). Além disso,
as isoflavonas possuem atividade antioxidante contra o oxigénio ativo,
impedindo a oxidacdo de moléculas, atuando na reducdo do colesterol total e
da fracdo LDL, diminuindo o risco de doencgas cardiovasculares, e evitando os
danos teciduais caracteristicos nas doencas crbénicas da senilidade (LIU, 1997;
RUFER; KULLING, 2006; WONG et al., 2012).

3.2.2 Gérmen de Soja

O grédo de soja consiste em trés partes basicas: casca, cotilédones e
embrido. O embrido representa apenas 2% do peso total da semente, é
constituido por epicétilo, hipocétilo e radicula, e conhecido comercialmente
como gérmen de soja (LIU, 1997).

O gérmen concentra naturalmente 6-10 vezes mais isoflavonas totais
gue os cotilédones, com perfil de isoflavonas diferenciado (HUBERT et al.,
2008). Os teores de daidzeina e gliciteina encontrados no gérmen sdo maiores
gue em outras partes do gréo, e devido ao potencial estrogénico relativo das
agliconas (gliciteina > genisteina > daidzeina), o gérmen pode ser utilizado
como tratamento alternativo de reposicdo hormonal em mulheres na pos-
menopausa (STEINBERG et al.,, 2011) ou como coadjuvante terapéutico no
tratamento de doencas (SONG et al.,, 1998; SONG; HENDRICH; MURPHY,
1999; WISEMAN et al.,, 2002). A administracdo de glicitina, e posterior
biotransformacdo em gliciteina, resultou em reducdo da perda Ossea e da
hiperlipidemia em fémeas de camundongos sem ovarios (UESUGI et al., 2001).

A composicao centesimal média do gérmen de soja € 38,4% proteinas,
9,2% lipidios, 43,3% carboidratos, 4,9% umidade e 4,2% cinzas. Além do valor
nutricional e da presenca de isoflavonas, o gérmen contém outros compostos
bioativos com propriedades antioxidantes, como fitoesterois, tocoferbis e

saponinas (HSU et al., 2007; KIM et al., 2013). Por ser fonte de nutrientes e de
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fitoquimicos, o gérmen de soja tem sido valorizado como matéria-prima na
exploracdo de isoflavonas e no enriquecimento de alimentos funcionais
(HUBERT et al., 2008; WISEMAN et al., 2002).

3.2.3 Extrato de Soja

Segundo a definicdo do Instituto Adolfo Lutz (2008), o extrato de soja €
“produto obtido a partir da emulsdo aquosa resultante da hidratagado dos graos
de soja convenientemente limpos, seguido de processamento tecnoldgico
adequado, adicionado ou ndo de ingredientes opcionais”. O extrato pode ser
consumido na forma direta ou indireta, como bebida ou como ingrediente na
elaboracao de alimentos.

Com proteinas de origem vegetal e aminoacidos essenciais, e auséncia
de colesterol, gliten e lactose, o extrato de soja atende as exigéncias
nutricionais de pessoas com diferentes restricbes alimentares. Apds a
industrializacdo do extrato, com a incorporacdo de flavorizantes ou polpa de
frutas, foram maiores a aceitacdo e o consumo do produto pela populagéo
ocidental, devido ao sabor caracteristico de soja menos acentuado (LIU, 1997).

Em média, 100 mL de extrato de soja fornecem 52 calorias, 2,5%
carboidratos, 3,4% proteinas, 2,3% lipidios, 40 mg de calcio, 105 mg de
potassio, 1,2 mg de ferro, 40 mg de vitamina B; e 120 mg de vitamina B,
(EMBRAPA, 2012).

3.3 FERMENTACAO DE DERIVADOS DE SOJA

A fermentacdo € um antigo método empregado na conservacao e na
melhoria da qualidade sensorial dos alimentos. Alimentos fermentados
possuem aroma e sabor acentuados, melhor textura e maior vida de prateleira.
Além disso, podem conferir beneficios ao organismo em virtude do aumento do
teor vitaminico, melhora da digestibilidade e oferta de compostos bioativos
resultantes do metabolismo microbiano (CHEN, 2012).

Os alimentos a base de soja sao divididos em duas categorias: 0s néao
fermentados (gréo, broto, farinha, extrato, tofu, okara) e os fermentados (misso,

molho de soja, natto, tempeh) (CHEN, 2012). Os micro-organismos usualmente
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empregados nos produtos fermentados da soja sdo os fungos e as bactérias,
em especial as bactérias acido-laticas.

Bactérias acido-laticas (BAL), por definicdo, sdo aquelas cujo produto
final da metabolizacdo de acuUcares € o acido latico (lactato), que possui acéo
acidulante, conservante e flavorizante nos alimentos. Os principais géneros de
BAL utilizados na fermentacdo da soja sdo os Lactobacillus, Streptococcus e
Bifidobacterium (LIU, 2003; RAIMONDI et al., 2009).

As BAL sédo capazes de sintetizar a enzima a-galactosidase, que realiza
a hidrélise das moléculas de estaquiose e rafinose da soja (WANG et al.,
2003). Apdés a ingestdo, esses carboidratos ndo sdo completamente
degradados pelo sistema digestivo, sendo portanto metabolizados pelas
bactérias intestinais, com formacédo de gases e gerando desconfortos como
distensdo abdominal e cdlica (LIU, 1997). Alimentos fermentados de soja
apresentam teores reduzidos de rafinose e estaquiose, evitando os efeitos
indesejaveis apos o consumo (LIU; CHEN; LIN, 2005; CHUN; KIM; KIM, 2008).

Alguns géneros de BAL isolados de fezes humanas (Lactobacillus,
Streptococus, Enterococcus e Weissella) apresentam atividade de enzima (-
glicosidase. Essa enzima é responsavel pela hidrélise das isoflavonas
glicosidicas da soja, tanto no organismo quanto nos produtos, elevando a
disponibilidade das isoflavonas agliconas (CHUN; KIM; KIM, 2008).

Derivados de soja fermentados por BAL tem mostrado maior contetdo
de isoflavonas agliconas quando comparado com os nado fermentados. As
agliconas podem auxiliar na estabilidade do produto, uma vez que elas
possuem propriedades antioxidantes (CHEN, 2012; CASSIDY et al., 2006;
IZUMI et al., 2000; WANG; MURPHY, 1996). Dessa forma, a aplicacdo de BAL
em alimentos de soja tem sido considerada interessante por conferir beneficios
ao produto e ao organismo humano (CHIEN; HUANG; CHOU, 2006; OTIENO;
SHAH, 2007; CHUN; KIM; KIM, 2008; DONKOR; SHAH, 2008; DING; SHAH,
2010; REKHA; VIJAYALAKSHMI, 2011; CHEN, 2012).

3.3.1 Fermentacéo do extrato de soja

O extrato de soja tem sido apontado como substrato promissor em

alimentos funcionais, pois contém fitoquimicos oriundos do gréo da soja e
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nutrientes que possibilitam o crescimento de bactérias probidticas, resultando
na liberacdo de metabdlitos que beneficiam a saldde humana. O extrato
fermentado por BAL produtoras de (-glicosidase apresenta maior teor de
isoflavonas agliconas, que sdo mais bioativas que as isoflavonas glicosidicas
(CHUN et al., 2008; CHAMPAGNE et al., 2009).

O crescimento de BAL em extrato de soja é considerado satisfatorio,
com contagens de células viaveis acima de 8 log UFC.mL™ e estabilidade
durante o periodo de estocagem. No extrato de soja fermentado, o teor de
acido latico produzido por BAL € menor do que quando cultivadas em leite
animal, no entanto essa diferenca nédo prejudica a qualidade final do produto
(YUAN et al., 2012).

A fermentacdo de extrato de soja por BAL contribui com a reducéo do
beany flavour, sabor caracteristico e indesejavel dos derivados da soja. A
melhora sensorial do extrato possibilita uma maior aceitacdo pelos
consumidores ndo habituados ao consumo de produtos de soja (CHAMPAGNE
et al., 2009).

3.3.2 Fermentacao do gérmen de soja

Por ser fonte de compostos bioativos, o gérmen de soja tem sido
considerado um ingrediente interessante para o desenvolvimento de alimentos
funcionais. O gérmen concentra naturalmente teores de isoflavonas, saponinas
do grupo A e B, tocoferdis e outros fitoquimicos que apresentam atividade
antioxidante sem prejuizo do processo fermentativo (BARBOSA et al., 2006;
HUBERT et al., 2008).

Em um estudo com extrato de gérmen de soja fermentado por BAL,
Hubert et al. (2008) mostraram que, apés 48 horas de incubacdo, o extrato
exibiu mudancas no perfil de isoflavonas e de saponinas, com aumento do teor
de isoflavonas agliconas e maior atividade antioxidante quando comparado
com o extrato de gérmen nao fermentado. Tsangalis et al. (2004) relataram que
a incubacgédo de Bifidobacterium animalis Bb-12 em extrato de gérmen de soja,
combinado com proteina isolada de soja, resultou em contagens maximas de 8

log UFC.mL™. De Boever, Deplancke e Verstraete (2001) observaram a
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presenca de isoflavonas agliconas apos fermentacdo de gérmen de soja com L.
reuteri.

Embora seja uma fracdo do grdo de soja contendo compostos com
propriedades antioxidantes e antiproliferativas, o gérmen ainda € visto como
um subproduto da industria da soja. Entretanto, a fermentagdo do gérmen de
soja com bactérias probiéticas tem mostrado potencial e resultados
promissores, despertando o interesse pela aplicacdo do gérmen aos alimentos
funcionais (HUBERT et al., 2008).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 MATERIAIS
4.1.1 Soja

Para a elaboracdo do extrato de soja (ES) foram utilizados graos de soja
da cultivar BRS 257 (livre de lipoxigenases), safra 2011/12, fornecidos pela

empresa Sementes Parana Ltda., Maua da Serra - Pr.
4.1.2 Gérmen de Soja

Para a aplicagcdo do gérmen de soja foi utilizado o produto comercial
Isosoy® em pé, fornecido pela empresa Herborisa Indistria e Comércio Ltda.,
Londrina - PR.

4.1.3 Cultura Probidtica

Para a fermentacdo foi utilizada a cultura comercial liofilizada, Lyofast
LR-92, composta por linhagem de Lactobacillus reuteri, fornecida pela empresa

Clericci-Sacco®, Cadorago - Itélia.
4.2 METODOS
4.2.1 Delineamento Experimental

Os experimentos foram conduzidos conforme o delineamento composto
central rotacional (DCCR) (Central Composite Rotatable Design — CCRD), com
duas variaveis independentes contendo dois niveis cada (fatorial 2%) e 3
replicatas no ponto central (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010). As
variaveis independentes (temperatura e tempo de incubacdo) e os niveis de
variacdo (codificados e reais), estabelecidos conforme experimentos prévios,
estdo apresentados na Tabela 1. O DCCR foi conduzido em 2 blocos, sendo o

primeiro formado por 7 ensaios (4 pontos fatoriais e 3 repeticbes do ponto
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central) e o segundo bloco formado por outros 7 ensaios (4 pontos axiais e 3
repeticbes do ponto central) para otimizacéo, totalizando 14 ensaios (Tabela 2).
Foram observadas duas variaveis respostas: contagem de células viaveis de L.

reuteri (log UFC.g?) e conteudo de isoflavonas agliconas (mg.g™).

Tabela 1 - Variaveis independentes e niveis de variagdo do DCCR para

fermentacao do extrato de soja adicionado de gérmen de soja

L Niveis
Variaveis
independentes -a -1 0 +1 +a
Temperatura de 30,36 32 36 40 41,64
incubacao (°C)
_ Tempq de 12,72 16 24 32 35,28
incubacao (h)

Tabela 2 - DCCR para fermentacdo do extrato de soja adicionado de gérmen

de soja
Niveis codificados Niveis reais

Ensaio Temperatura Tempo Temperatura Tempo

(°C) (h) (°C) (h)

1 -1 -1 32 16

2 +1 -1 40 16

3 -1 +1 32 32

4 +1 +1 40 32

5 0 0 36 24

6 0 36 24

7 0 36 24

8 -a 0 30,36 24

9 +a 0 41,64 24
10 0 -a 36 12,72
11 0 +a 36 35,28

12 0 0 36 24

13 0 0 36 24

14 0 0 36 24
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4.2.2 Obtengéo do Extrato de Soja

O extrato de soja (ES) foi obtido de acordo com o0s procedimentos
descritos por Rosenthal et al. (2003), Couri et al. (2006) e Ciabotti et al. (2006),
com algumas modificacbes. O processo consiste nas operagdes de selecdo
dos grédos, pesagem, branqueamento, trituracdo, separacdo do residuo por

filtragem e tratamento térmico do extrato.

[ Selec¢do dos graos de soja

[ Pesagem

, L \
Branqueamento (soja:agua, 1:3, m:v) 95 °C/5 min

il

Lavagem (4gua corrente) 25 °C

U

Trituracdo (soja:adgua, 1:8, m:v) 90 °C/3min

11

Filtragem (filtro esterilizado)

11

Obtencédo do ES

11

Tratamento térmico a 95 °C/10min

Figura 5 - Fluxograma para obtenc¢éo do extrato de soja

4.2.3 Preparo do Inéculo e Manutencgéo da Cultura

Para o inéculo, 1 g de cultura liofiizada de Lactobacillus reuteri foi
disposto em 1 L de ES esterilizado (121 °C/15 min). Ap6s homogeneizacéo, o
ES foi dividido em por¢cbes de 10 mL, e 10% (v/v) de glicerol esterilizado foi
adicionado as por¢des. As aliquotas foram mantidas a -20 °C, até o momento
do uso (DOLEYRES et al., 2005).
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4.2.4 Adicao de gérmen de soja e fermentacéo do ES

Para os 14 ensaios, descritos no item 4.2.1, a proporcédo de gérmen de
soja adicionado ao ES foi de 3% (m/v). Apés homogeneizacéo, tratamento
térmico a 95 °C e resfriamento a 30 °C, cada ensaio recebeu 4% (v/v) do
in6culo de L. reuteri, resultando em uma contagem inicial aproximada de
células viaveis de 5 log UFC.g™. Os ensaios foram incubados sem agitacéo
conforme o delineamento experimental (Tabela 2). Ao término da fermentacéo,
foram determinados nas amostras a contagem de células viaveis de L. reuteri e

o conteudo de isoflavonas agliconas (Figura 6).

ES + 3% (m/v) de gérmen de soja

\\ J
, i \
Tratamento térmico a 95 °C/10 min
. J

iy

~
Adicao de 4% (v/v) de in6culo de L.
reuteri

i

Incubacéo conforme DCCR

~ e

- iL N Contagem de células viaveis de L.
Fermentado de soja <:: reuteri e conteddo de isoflavonas

L ) agliconas.

Figura 6 - Obtencéo do produto fermentado de soja

4.2.5 Formulacao da Bebida

As melhores condi¢cdes observadas no DCCR, para a variavel resposta
contagem de células viaveis, foram utilizadas na elaboragdo da bebida. O
fermentado sofreu adicdo de 12% (m/m) de sacarose comercial cristalizada,
conforme trabalho realizado por Moraes Filho et al. (2014), sendo

posteriormente homogeneizado e armazenado a 4 °C por 30 dias (Figura 7).
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Fermentado

iy

Adigcdo de 12% (m/m) de sacarose

Composicdo centesimal, analise de
il perfil de textura, determinacao de pH
e acidez titulavel, contagem de células
vidveis, quantificacdo de isoflavonas e
iL compostos  fendlicos  totais, e
- N determinacéo da capacidade
Armazenamento a 4 °C por 30 dias <:: antioxidante.

Figura 7 - Formulacéo da bebida fermentada

Homogeneizacdo e envase

A composicao centesimal e o perfil de textura foram avaliados apés 12 h
de armazenamento a 4 °C. Durante o periodo de estocagem, no 1°, 15° e 30°
dia, as amostras foram analisadas, em triplicata, quanto ao pH, acidez titulavel,
contagem de células viaveis, conteudo e perfil de isoflavonas, conteido de
compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante por sequestro de radicais
DPPH' (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) e ABTS™ [2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolina-
6-acido sulfénico)].

4.2.6 Determinacéo do pH

Os valores de pH das amostras foram determinados, em triplicata, com
potenciometro digital (Hanna HI 223), previamente calibrado com solucdes-
tampdes comerciais de pH 4, 7 e 10, conforme o método 017/IV do Instituto
Adolfo Lutz (2008).

4.2.7 Determinacédo da Acidez Titulavel
A acidez titulavel (AT) foi determinada, em triplicata, por titulacdo das

amostras com NaOH 0,1 M, conforme o método 016/1V do Instituto Adolfo Lutz

(2008). Os resultados foram expressos em g de &cido latico.100 g™ de produto.
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4.2.8 Contagem de Lactobacillus reuteri

A contagem de Lactobacillus reuteri foi realizada em Agar de Man,
Rogosa e Sharp — MRS, conforme método descrito pela American Public
Health Association — APHA (1992). Diluicbes seriadas das amostras foram
semeadas, em triplicata, no agar MRS pela técnica em profundidade (pour-
plate). As placas foram incubadas em jarras de anaerobiose, contendo sistema
de geracdo de atmosfera anaerdbia, a 37 °C por 48 h. As colbnias visiveis

foram contadas e os resultados foram expressos em log UFC.g™ de produto.

4.2.9 Avaliacdo da Composicdo Centesimal

A avaliacdo da composicdo centesimal das amostras foi realizada
conforme as metodologias descritas pelo Instituto Adolfo Lutz (2008) e
Association of Official Agricultural Chemists — AOAC (1995).

Foram determinados proteinas totais pelo método de micro-Kjeldahl
(AOAC, 1995), extrato etéreo com hidrélise acida prévia e extracdo direta em
Soxhlet (032/1V Adolfo Lutz, 2008), teor de umidade por secagem direta em
estufa a 105 °C (012/1V Adolfo Lutz, 2008) e teor de cinzas por incineracdo a
550 °C (018/1V Adolfo Lutz, 2008). O conteudo de carboidratos totais foi obtido
por diferenca dos demais constituintes.

4.2.10 Determinacdo e Quantificacdo do Perfil de Isoflavonas por CLUE

(Cromatografia Liquida de Ultra eficiéncia)

Os extratos para analise de isoflavonas foram obtidos conforme
metodologia descrita por Yoshiara et al. (2012) e Handa et al. (2014). As
amostras previamente liofilizadas (Christ Alpha 2-4 LD plus, Osterodeam Harz,
Alemanha) foram submetidas a extracdo de lipidios com hexano
(amostra:solvente, 1:10, m/v) sob agitacdo a 200 rpm, a 25 °C por 60 min, e
posteriormente filtradas a vacuo. A extracdo de isoflavonas foi realizada em
triplicata, na qual 0,3 g das amostras desengorduradas foram misturados com

6,0 mL de solvente extrator (Agua pura, etanol e acetona, 1:1:1, v/v/v), agitados



35

a 25 °C a cada 15 min durante 1 h, e levados para banho ultrassénico a 25 °C
por 15 min (ROSTAGNO; PALMA; BARROSO, 2003). As amostras foram
centrifugadas a 2500 g, a 4 °C por 15 min, e os sobrenadantes coletados e

filtrados (Millex — H de 0,22 um) antes de serem submetidos a analise.

Os ensaios foram realizados de acordo com o método descrito por
Handa et al. (2014). A separagdo e a quantificacdo de isoflavonas foram
conduzidas em cromatdgrafo liquido de ultra eficiéncia (Acquity UPLC® System,
Waters, Estados Unidos), utilizando coluna de fase reversa (modelo Acquity —
UPLC BEH C18, Waters, Estados Unidos) com dimensdes de 2,1 mm x 50 mm
e particulas de 1,7 um, e injetor automatico de amostras. Para a elui¢do foi
utilizado um sistema de gradiente binario, com fase movel A contendo agua
pura acidificada a pH 3,0 com acido acético glacial, e fase moével B contendo
acetonitrila. A vazdo da fase mével foi de 0,70 mL.min” e a temperatura da
corrida foi mantida constante a 35 °C. Para a deteccédo foi utilizado o detector

de arranjo de diodos (Waters) ajustado ao comprimento de onda de 260 nm.

A identificacdo das isoflavonas foi realizada por comparagdo com as
curvas de calibragdo, utilizando os padrdoes de daidzina, glicitina, genistina,
daidzeina, gliciteina, genisteina (Sigma-Aldrich, Estados Unidos), malonil-
daidzina, malonil-glicitina, malonil-genistina, acetil-daidzina, acetil-glicitina,
acetil-genistina (Wako Pure Chemical Industries, Japan). As curvas dos
padrdes foram utilizadas como referéncia para a quantificacdo das isoflavonas
por padronizacdo externa, e os resultados foram expressos em mg.g’ de

amostra desengordurada e liofilizada (b.s.d).

4.2.11 Determinacéo de Fendlicos Totais

Os compostos fendlicos foram extraidos de acordo com o método
descrito por Hung et al. (2009), no qual 1,0 g das amostras previamente
liofilizadas foi misturado com etanol 80% (1:10, m/v) e mantido sob agitacdo a
200 rpm, a 25 °C por 20 min. As amostras foram centrifugadas a 2200 g, a 4 °C
por 10 min, e os sobrenadantes coletados. Os residuos foram submetidos a

extragdo por mais duas vezes, nas mesmas condigdes. Os extratos foram
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concentrados em evaporador rotativo (MARCONI MA 120, S&do Paulo, Brasil) a
50 °C, até atingirem um volume final de 10 mL, e armazenados a -20 °C até o

momento da analise.

A determinacédo dos fendlicos totais foi realizada conforme o método de
Folin-Ciocalteau descrito por Swain e Hills (1959). Para a reacao colorimétrica,
0,5 mL do extrato foi misturado com 2,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteau
10%, e incubado a 50 °C por 5 min. Apés o tempo, foram adicionados 2,0 mL
de carbonato de sédio 7,5%. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro UV-
visivel (Libra S22, Biochrom® Reino Unido) com comprimento de onda a 760
nm. Para a quantificacdo dos compostos fendlicos, foi utilizada a curva de
calibracdo com o padrdo de acido galico (Sigma-Aldrich, Alemanha), e os
resultados foram expressos em mg equivalentes de acido galico por 100 g de

amostra em base seca (mg EAG.100 g™).

4.2.12 Determinacdo da Capacidade Antioxidante: Sequestro de Radicais
DPPH’

A capacidade antioxidante foi determinada por reducao do radical DPPH’
(2,2-difenil-1-picrilhidrazil) pelos compostos oxidantes presentes na amostra, de
acordo com o método descrito por Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995).
Um volume de 50 pL do extrato (item 4.2.11) foi misturado com 1,0 mL de
tampao acetato 100 mM (pH 5,5), 1,0 mL de etanol absoluto e 0,5 mL de
solugédo de DPPH' 250 pM.L™. A mistura foi agitada vigorosamente e mantida
em ambiente escuro por 30 min. Apds a reacao, as leituras foram realizadas
em espectrofotdmetro UV-visivel (Libra S22, Biochrom® Reino Unido) a
517nm.

Para a quantificacdo da capacidade antioxidante foi utilizada a curva de
calibracdo com o padrdo de Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-acido
carboxilico) (Sigma-Aldrich, Alemanha), e os resultados foram expressos em

umol equivalentes de Trolox por g de amostra em base seca (umol ETrolox.g™).
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4.2.13 Determinagcdo da Capacidade Antioxidante: Sequestro de Radicais
ABTS™

A capacidade antioxidante foi determinada por sequestro do radical
cation ABTS" [2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico)], conforme
método descrito por Sanches-Gonzales, Jiménez-Escrig e Saura-Calixto
(2005). Para o preparo do radical cation, 5,0 mL de solucdo ABTS 7 mM foi
misturada com 88 pL de persulfato de potassio 2,45 mM, e deixada reagir em
em ambiente escuro por 16 h. Apds o tempo, a solucdo de ABTS™ foi diluida
com etanol absoluto até apresentar absorbancia entre 700-734 nm.

Para as analises, 30 uL do extrato (item 4.2.11) foram misturados com
3,0 mL da solucéo diluida de ABTS™. Ap6s 6 min de reacio, as leituras foram
realizadas em espectrofotdmetro UV-visivel (Libra S22, Biochrom®, Reino
Unido) a 734 nm.

Para a quantificacdo da atividade antioxidante foi utilizada a curva de
calibracdo com o padrao de Trolox (Sigma-Aldrich, Alemanha), e os resultados
foram expressos em pumol equivalentes de Trolox por g de amostra em base

seca (umol ETrolox.g™).

4.2.14 Analise de Perfil de Textura

O teste de perfil de textura foi realizado em analisador de textura TA.XT2
(Stable Micro Systems Ltd, Godalming, Inglaterra). Uma ponta de prova
(A/Be/35 mm) foi utilizada para medir, em triplicata, a textura das amostras a
temperatura ambiente. A distancia percorrida pela ponta de prova nas amostras
foi até 30 mm, com velocidade de 1,0 mm/s e forca aplicada de 0,09 N. Os
resultados foram obtidos pelo programa Exponent Stable Micro Systems 6
(Stable Micro Systems, 2013).

4.2.15 Analise das Condi¢des Higiénico-Sanitarias

A analise microbioldgica da bebida fermentada com cultura probiética foi

realizada conforme o padrdo microbioldgico sanitario exigido pela Resolugéo —
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RDC n° 12, de 02 de janeiro de 2001, para produtos a base de soja — bebida a
base de extrato de soja (BRASIL, 2001).

Foram realizadas as contagens de coliformes a 45 °C (E. coli), de
Salmonella sp e Bacillus cereus, conforme os métodos descritos para exames
microbiolégicos em alimentos (American Public Health Association — APHA,
1992).

4.2.16 Analise Sensorial

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Estadual de Londrina (CEP-UEL), conforme parecer n® 117.629,
de 08/10/2012 (Anexo A).

Os participantes da avaliacdo sensorial da bebida a base de extrato e
gérmen de soja fermentada com cultura probidtica assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido (Anexo B), no qual constavam a descricédo
dos objetivos da pesquisa bem como os eventuais riscos e beneficios, e
responderam ao questionario sobre coleta de dados do provador (Anexo C).

As andlises sensoriais foram aplicadas no Laboratorio de Analise
Sensorial do Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos do Centro de
Ciéncias Agrarias da UEL. A avaliacdo sensorial da bebida foi realizada em
cabines individuais, sob a luz branca. As amostras foram servidas em copos
plasticos de cor branca, codificados com 3 digitos aleatérios, em quantidades
padronizadas (30 mL) e refrigeradas a 4 °C. As amostras estavam de acordo
com o critério higiénico-sanitario exigido pela legislacdo vigente (BRASIL,
2001). A cultura probiotica utilizada era composta por linhagem comercial, de
padrdo alimenticio.

A andlise sensorial foi realizada pelo teste triangular, conforme
metodologia descrita pelo Instituto Adolfo Lutz (155/IV, 2008). As amostras
eram constituidas de extrato de soja fermentado com 3% (m/v) de gérmen de
soja ou de extrato fermentado sem gérmen de soja. No teste, foram ordenadas
aleatoriamente trés amostras codificadas, sendo duas iguais e uma diferente.
As amostras foram apresentadas simultaneamente e coube ao julgador
identificar a amostra diferente, utilizando a ficha de avaliagdo (Anexo D). A

probabilidade de acertos era de p = 1/3, e o resultado foi considerado
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significativo ao nivel de 5%. O teste contou com uma equipe nao treinada de 35
julgadores.

O teste de aceitacdo por escala hedobnica foi realizada conforme
metodologia descrita pelo Instituto Adolfo Lutz (165/1V, 2008). No teste foi
avaliada a formulacao final da bebida fermentada, com a partipacdo de uma
equipe néo treinada de 75 julgadores, que receberam a amostra codificada e
avaliaram a intensidade dos atributos de cor, sabor, aroma, textura e aceitacédo
global, utilizando uma escala estruturada de nove pontos, conforme a ficha de
avaliacao (Anexo E).

Por ser um produto probio6tico, beneficios associados ao consumo, como
menor tempo de transito intestinal, poderiam eventualmente ocorrer. Por outro
lado, poderiam ocorrer alguns desconfortos abdominais, mesmo que
raramente, como dores, flatuléncia ou transito intestinal aumentado, com

cessao algumas horas apds o consumo do produto.

4.2.17 Andlise Estatistica

As analises foram realizadas em triplicata e os resultados expressos em
meédia £ desvio padréo. O teste de Tukey foi empregado para comparacédo das
meédias, ao nivel de 5% de significancia. Os dados foram conduzidos pelo
programa Statistica 8.0 (StatSoft® Inc, 2007).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Composicao Centesimal do Grao e do Gérmen de Soja

Os gréos de soja da cultivar BRS 257 (Tabela 3), utilizados no presente
trabalho, apresentaram teores de proteinas, lipidios, carboidratos, cinzas e
umidade proximos aos valores encontrados na literatura para soja livre de
lipoxigenases. No trabalho conduzido por Esteves et al. (2010), a composicao
centesimal da soja da cultivar UFV-116 (livre de LOX2 e LOX3) foi de 39,37%
de proteinas, 20,83% de lipidios, 25,09% de carboidratos, 6,62% de cinzas e
8,09% de umidade. Ja Ciabotti et al. (2006) relataram, para a soja da cultivar
BRS 213, valores inferiores de proteinas (33,29%) e lipidios (15,30%). Para a
soja convencional, Yu et al. (2013) descreveram teores de 38,61% de
proteinas, 20,37% de lipidios, 6,06% de cinzas e 10,91% de umidade.

Tabela 3 - Composicao centesimal dos graos de soja BRS 257 e do gérmen de

soja (Isosoy®)

Proteinas Lipidios Carboidratos Cinzas Umidade

Graosde  3777°:005 21,88°+052  26,99°%+0,50 4,73°+0,03 8,63+ 0,02
soja

Gérmende 411024013 18,73°+0,10 29,26°:0,13 3,59°+0,03 7,32+ 0,02
soja

Médias + desvio na mesma coluna, seguidas da mesma letra, ndo diferem entre si ao nivel de
5% de significancia.

O gérmen de soja (Isosoy®) apresentou valores peculiares de
composicdo centesimal (Tabela 3). Hsu et al. (2007) analisaram um
suplemento a base de gérmen de soja e encontraram 38,4% de proteinas,
9,2% de lipidios, 43,3% de carboidratos, 4,2% de cinzas e 4,9% de umidade,
enquanto Tsangalis et al. (2004) realizaram pesquisas com gérmen de soja
comercial contendo 40% proteinas e 25% carboidratos. A composi¢cédo quimica
de produtos a base de gérmen de soja difere conforme as marcas avaliadas,
devido as variagbes na origem e no tipo de matéria-prima, estando sujeitos a
mistura de outras fracoes do grao diferentes do hipocétilo. Segundo Yu et al.
(2013), o hipocatilo de soja é constituido de 38,19% de proteinas, 10,98% de
lipidios, 4,58% de cinzas e 8,91% de umidade.
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5.2 Quantificagdo das Isoflavonas do Gréo e do Gérmen de Soja

Por serem constituintes quimicos da soja com propriedades funcionais
distintas, as isoflavonas foram identificadas e quantificadas em isoflavonas
totais e em frag6es malonil-glicosidicas, B-glicosidicas e agliconas.

O valor de isoflavonas totais para o grao de soja da cultivar BRS 257 foi
de 5,34 mg.g™*, em base seca desengordurada (b.s.d) (Tabela 4), composto por
77,90% malonil-glicosideos, 19,85% B-glicosideos e 2,25% agliconas. Segundo
Tsukamoto et al. (1995), Liu (1997) e Lozovaya et al. (2005) a concentracdo de
isoflavonas totais do grdo de soja pode variar entre 0,1 a 5,0 mg.g?,
dependendo do gendtipo e das condigcbes ambientais enfrentadas durante a
maturagdo da semente. Paucar-Menacho et al. (2010) e Ho et al. (2002)
encontraram, respectivamente, 3,90 mg.g™ e 3,45 mg.g™ de isoflavonas totais
no grdo de soja, compostas por malonil-glicosideos (70,36% e 73,62%), B-
glicosideos (22,82% e 24,93%) e agliconas (6,74% e 1,16%). Yuan et al. (2009)
e Goes-Favoni, Carrdo-Panizzi e Beléia (2010) citam, em trabalhos anteriores,
a existéncia de uma variagdo de 57-79% na concentracdo de malonil-
glicosideos e de 1-3% na concentracdo de agliconas no grao da soja.

Foram analisadas as isoflavonas presentes no cotilédone e no hipocotilo
do grdo de soja da cultivar BRS 257 (Tabela 4). Observa-se que o cotilédone
apresentou um teor de isoflavonas totais 22% menor que o do grao inteiro,
devido a remocéao do hipocétilo. Segundo Tsukamoto et al. (1995) 10-20% do
total de isoflavonas do grdo estdo concentrados no hipocétilo, o mesmo
verificado por Gées-Favoni, Carrdo-Panizzi e Beléia (2010) quando analisaram
o cotilédone e o grdao de soja da cultivar BRS 213, em que 0 primeiro
apresentou 17% menos isoflavonas totais que o segundo. Neste trabalho, o
perfil de isoflavonas do cotilédone foi de 76,63% malonil-glicosideos, 22,17% B-
glicosideos e 1,20% agliconas, proximos aos valores encontrados para o gréao

inteiro.
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Tabela 4 - Valores médios* de isoflavonas do grado de soja cultivar BRS 257, das fracdes do gréo (hipocotilo e cotilédone) e do

gérmen de soja (Isosoy®)

Malonil-glicosideos B-glicosideos Agliconas
Isoflavonas
Mdai Mgli Mgen Dai Gli Gen Daidzeina Gliciteina Genisteina Totais

Gréos de 1,53°+0,01 0,45°+0,01 2,18°+0,01 | 0,49°+0,01 nd 0,57°+ 0,01 | 0,07°+ 0,01 nd 0,05°+0,01 | 5,34% 0,01
soja

Cotilédone 4 599+ 0,01 nd 2,09°+ 0,01 | 0,37°+ 0,01 nd 0,55°+ 0,01 nd nd 0,05°+0,01 | 4,15% 0,01

de soja

Hipocdtilode g 9724001  1,73°+0,01 3,63*£0,01 | 3,07°+0,01 3,29°+0,01 0,99+ 0,01 nd 1,04°+0,01 0,07*°+0,01 | 23,80°+ 0,01
soja

Gérmende 17791005 4,06°t0,01 2,53°+0,01 | 9,33%°£0,06 4,00°+0,01 1,81°+0,01 | 0,51°+0,01 1,91°¢0,01 0,11°+0,01 | 36,05% 0,04
soja

* Médias de 3 determinacdes, expressos em mg.g~ em base seca desengordurada.

Médias + desvio na mesma coluna, seguidas da mesma letra, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de significancia.

Mdai: malonil-daidzina; Mgli: malonil-glicitina; Mgen: malonil-genistina; Dai: daidzina; Gli: glicitina; Gen: genistina.
nd: ndo detectado.



43

Em relagdo ao hipocatilo (Tabela 4), o teor de isoflavonas totais foi 5,73
vezes maior que do cotilédone. De acordo com Hubert et al. (2008) o hipocdtilo,
que representa 2% do peso total do grdo, concentra naturalmente 6-10 vezes
mais isoflavonas totais que o cotilédone. Yuan et al. (2009) encontraram no
hipocotilo um contetudo 7,8 vezes maior de isoflavonas que no cotilédone,
distribuidos em malonil-glicosideos (69,10%), B-glicosideos (27,10%) e
agliconas (3,80%), proximos aos valores encontrados no presente trabalho
(64,41%, 30,88% e 4,66%, respectivamente).

Dentre as amostras avaliadas, o gérmen de soja (Isosoy®) apresentou o
maior contetido de isoflavonas totais (36,05 mg.g™) (Tabela 4), sendo 50,98%
malonil-glicosideos, 41,99% B-glicosideos e 7,02% agliconas. Hubert et al.
(2008), ao analisarem amostras de produtos a base de gérmen de soja,
encontraram um perfil de isoflavonas semelhante, constituido de malonil-
glicosideos (44,5%), B-glicosideos (46,9%) e agliconas (7,3%).

Observa-se que houve diferenca (p < 0,05) entre o conteiddo de
isoflavonas (totais e fragdes) do hipocétilo e do gérmen de soja (Isosoy®). Os
teores de B-glicosideos e de agliconas no gérmen de soja foram 2 vezes
maiores que os teores do hipocoétilo, indicando que a origem da matéria-prima,
a mistura de outras fracdes do gréo ou o processamento utilizado na fabricacéo
do produto possa ter acarretado essa diferenca.

As agliconas do gérmen de soja (Isosoy®) foram compostas por 75,49%
gliciteina, 20,16% daidzeina e 4,35% genisteina (Tabela 4). Tsangalis et al.
(2004) observaram que o teor de gliciteina no gérmen de soja analisado era
maior que das demais agliconas. De acordo com Yuan et al. (2009) a gliciteina
e seus conjugados estdo presentes quase exclusivamente nos tecidos do
hipocétilo. Neste trabalho nao foi detectada a presenca de gliciteina no gréo e
no cotilédone, sendo identificada apenas no hipocélito e no gérmen de soja.

O consumo de gérmen de soja visa a acao das isoflavonas como
coadjuvante terapéutico na reducao dos sintomas indesejaveis da menopausa,
e na diminui¢do do risco de desenvolvimento de canceres e de outras doengas
cronicas. Segundo a pesquisa realizada por Arai et al. (2000), o consumo
médio de isoflavonas totais das 115 mulheres japonesas entrevistadas era de

47 mg por dia, variando entre 12 a 118 mg de isoflavonas por dia. Taku et al.
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(2007) verificaram que a ingestdo diaria de 102 mg de isoflavonas, por um
periodo de 1-3 meses, pode reduzir o colesterol total e o colesterol LDL em
individuos hipercolesterolémicos.

Assim, com base na literatura e nos dados das analises, foi calculada a
quantidade de gérmen de soja ideal para 100 mL de extrato de soja. Cada 1
grama de gérmen de soja concentra cerca de 33,41 mg de isoflavonas totais e
2,34 mg de agliconas (base uUmida). A adicdo de 3 g de gérmen, sem
considerar o contetudo de isoflavonas do extrato de soja, resultaria em um
produto contendo cerca de 100,23 mg de isoflavonas totais, teor que pode
conferir os efeitos benéficos das isoflavonas ao organismo, conforme relatados

na literatura.
5.3 Planejamento Experimental

Na Tabela 5, observam-se os efeitos das varidveis temperatura e tempo
sobre as variaveis respostas contagem de células viaveis (log UFC.g™) e teor
de isoflavonas agliconas (mg.g™), em extrato de soja contendo 3% (m/v) de
gérmen de soja e 4% (v/v) de L. reuteri.

Nas mesmas condicbes experimentais, para cada um 14 dos ensaios,
foram retiradas amostras para determinacdo das varidveis respostas. A
contagem inicial de células viaveis no extrato era de 5,81 + 0,09 log UFC.g*, e
no DCCR as contagens variaram de 8,24 log UFC.g™ (32 °C/16 h) a 9,52 log
UFC.gt (36 °C/24h). Para as isoflavonas agliconas, o conteGdo inicial no
extrato era de 2,50 mg.g™, e no DCCR variou de 2,99 mg.g™ (41,5 °C/24h) a
10,75 mg.g™ (36 °C/35,3 h).

Dos resultados experimentais para a variavel resposta contagem de
células viaveis de L. reuteri (Tabela 6), foram considerados significativos os
parametros com p — valores menores que 5%. Os termos lineares (L) da
temperatura, do tempo e da interagdo entre temperatura e tempo nao foram
significativos (p = 0,05). Observa-se que os efeitos dos termos quadraticos (Q)
das variaveis temperatura e tempo foram negativos e significativos (p < 0,05),
indicando que, no intervalo dos niveis estudados, ambas as variaveis
apresentaram uma regido de maxima resposta com a curvatura da superficie

de resposta voltada para baixo.



45

Tabela 5 — Matriz do DCCR 22 e funcdes-respostas: y; (contagem de células
viaveis) e y, (teor de isoflavonas agliconas)

Ensaios Temperatura Tempo Células viévc_alis* Aglicon_?s*
(°C) (h) log UFC.g (mg.g™)
1 32 16 8,24 9,36
2 40 16 8,75 5,24
3 32 32 8,79 5,73
4 40 32 8,35 8,52
5 36 24 9,23 9,58
6 36 24 9,07 9,55
7 36 24 9,49 9,39
8 30 24 9,23 8,82
9 41,5 24 8,28 2,99
10 36 12,7 8,56 8,28
11 36 35,3 9,37 10,75
12 36 24 9,52 8,60
13 36 24 9,46 8,19
14 36 24 9,24 8,70

*Média de 3 determinag8es; Agliconas: daidzeina, gliciteina e genisteina.

Tabela 6 - Efeitos estimados e coeficientes de regressdo para a variavel

resposta contagem de células viaveis de L. reuteri

Efeito . Coeficiente
: Erro padréo p — valor ~

estimado de regressao
Principal 9,3350 0,1130 0,0000* 9,3350
Bloco 0,2486 0,1479 0,0635 0,1243
Temperatura (L) -0,3184 0,1957 0,0692 -0,1592
Temperatura (Q) -0,7437 0,2037 0,0052* -0.3719
Tempo (L) 0,3239 0,1957 0,0661 0,1619
Tempo (Q) -0,5337 0,2037 0,0165* -0,2669

Temperatura (L) x
-0,4750 0,2767 0,0599 -0,2375
Tempo (L)

Termos lineares (L) e termos quadraticos (Q); * significativo (p < 0,05).
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Considerando apenas as variaveis significativas, foi proposto um
modelo, com as varidveis codificadas, que representa a contagem de células
vidveis de L. reuteri (y;) (log UFC.g") em funcdo da temperatura (x;) e do

tempo (x2) na faixa estudada:
y1 = 9,3350 — 0,1592 x; — 0,3719 x,° + 0,1619 X — 0,2669 x,°— 0,2375 X1X2

A equacéo foi validada pelo teste F (Tabela 7). O valor de F calculado
para a regressao (15,49) foi maior que o valor de F tabelado (3,71) ao nivel de
5% de significancia. O coeficiente de determinacdo R?, maior que 80%, indica
gue o modelo se ajusta bem aos dados experimentais e pode ser utilizado para
fins preditivos. Na Figura 8 observa-se que o0s valores experimentais e 0s
valores preditos da contagem de L. reuteri foram préoximos, indicando um bom

ajuste do modelo.

Tabela 7 - ANOVA para contagem de células viaveis de L. reuteri

Fonte de Variagdo SQ GL QM Fea  Fiap R?

Regresséo 15471 3 0,5157 15,49* 3,71 0,8108
Residuo 1,2863 10 0,1286

Falta de Ajuste 1,1530 6 0,1922 5,77 6,16

Erro Puro 0,1333 4 0,0333
Total 2,8334 13

R2: coeficiente de determinacéo; * significativo (p < 0,05).

Figura 8 - Valores observados e valores preditos para contagem de L. reuteri
em extrato fermentado com gérmen de soja

Observed vs. Predicted Values
2 factors, 2 Blocks, 14 Runs; MS Residual=,0765764
DV: Contagem células (UFC/g)
96

94

92 3 o o

90

8,38

Predicted Values

8,6

84

82
8,0 82 84 8,6 838 90 92 94 96 98
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O modelo empirico foi plotado em uma superficie com 3 dimensdes,
representando a resposta (contagem de células viaveis de L. reuteri) como uma
funcdo de dois fatores (temperatura e tempo) (Figura 9a). As curvas de
contorno ilustram a interacdo dos fatores sobre a resposta (Figura 9b).
Observa-se 0 aumento da contagem de L. reuteri com a elevacdo da
temperatura e do tempo, até atingir um ponto critico (maxima resposta). As
condicBes experimentais que resultaram em maior contagem de células foram

32-36 °C para a temperatura e 24-32 h para o tempo de incubacéao.

Figura 9 - Superficie de resposta (a) e curvas de contorno (b) em funcédo da

temperatura e do tempo para contagem de células viaveis de L. reuteri

DV: Contagem células (UFClg) DV: Contagem células (UFCg)

(B, Feree wRERED
-
=
Tempo (h)

o0 "’Vvvv""v'
p ':0:0’0’0’
= g 7
2 - ——_—
I -9
<85
=<8
=, [1<75
E : g s 20 45 A0 05 00 05 10 15 20 = : 2’5
i < 6: - Temperatura (°C)
(a) (b)

Nas mesmas condi¢cdes experimentais, para o0 teor de isoflavonas
agliconas foram considerados significativos os parametros com p — valores
menores que 5% (Tabela 8). Assim, os termos lineares (L) e quadréticos (Q) da
variavel tempo nao tiveram significancia estatistica (p = 0,05). Analisando os
parametros significativos (p < 0,05), observa-se que o termo quadréatico (Q) da
variavel temperatura apresentou efeito negativo, indicando existéncia de uma
regido de maxima resposta e uma superficie de resposta na forma de uma
pardbola com a curvatura voltada para baixo. A interacdo entre temperatura e
tempo mostrou efeito positivo, isto €, a combinacdo entre os niveis altos ou

entre 0s niveis baixos destes fatores resulta em maior teor de isoflavonas
agliconas.
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Tabela 8 - Efeitos estimados e coeficientes de regressao para a resposta teor
de isoflavonas agliconas

Efeito Erro padrio _valor Coeficiente

Estimado b P de regressao
Principal 9,0031 0,4862 0,0000% 9,0031
Bloco -0,1522 0,6366 0,8179 -0,0761
Temperatura (L) -2,3961 0,8421 0,0249* -1,1981
Temperatura (Q) -3,3489 0,8765 0,0065* -1,6745
Tempo (L) 0,7834 0,8421 0,3832 0,3917
Tempo (Q) 0,2657 0,8765 0,7706 0,1329

Temperatura (L) x
3,4523 1,1910 0,0230* 1,7261
Tempo (L)

Termos lineares (L) e termos quadraticos (Q); * significativo (p < 0,05).

Considerando apenas as variaveis significativas, foi proposto o modelo,
com as variaveis codificadas, que representa o teor de isoflavonas agliconas

(y2) (mg.g™) em funcdo da temperatura (x1) e do tempo (X,) na faixa estudada:

y> = 9,0031 — 1,1981 x; — 1,6745 x,% + 0,3917 X, + 0,1329 X, + 1,7261 X1Xo

A equacdao foi validada pelo teste F (Tabela 9). O valor de F calculado
para a regressao (348,39) foi maior que o valor de F tabelado (3,71), sendo
portanto significativo (p < 0,05). O coeficiente de determinacdo R? (82,2%)
indica que o modelo se ajusta bem aos dados experimentais. Embora a falta de
ajuste (45,72) tenha sido significativa ao nivel de 5%, as médias das repeticdes
nos pontos centrais foram préximas e o erro puro baixo. Nesse caso, de acordo
com Barros Neto, Scarminio e Bruns (2010), o modelo pode ser considerado
valido para fins preditivos. Na Figura 10 observa-se os valores experimentais e
os valores preditos dos teores de isoflavonas agliconas.

Através da superficie de resposta e curvas de contorno geradas pelo
modelo (Figura 11), foram observadas as condi¢gdes que resultaram em maior
conteudo de isoflavonas agliconas. Verifica-se que a faixa de maior resposta foi
de 28-34 °C (8-12 h) e de 36-42 °C (36-40h), que corresponde ao intervalo de
maior atividade da enzima S-glicosidase.
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Tabela 9 - ANOVA para teor de isoflavonas agliconas

Fonte de Variagéo SQ GL QM Fcal Ftab R?
Regressao 44,1058 3 14,7019 348,39* 3,71 10,8222
Residuo 11,7462 10 1,1746

Falta de Ajuste 11,5775 6 1,9296 45,72* 6,16

Erro Puro 0,1687 4 0,0422

Total 55,8520 13

R2: coeficiente de determinacéo; * significativo (p < 0,05).

Figura 10 - Valores observados e valores preditos para teor de isoflavonas

agliconas em extrato fermentado com gérmen de soja

Predicted Values

Observed vs. Predicted Values

2 factors, 2 Blocks, 14 Runs; MS Residual=1,418449

DV: Teor de agliconas (mg/g)

Observed Values

Figura 11 - Superficie de resposta (a) e curvas de contorno (b) em funcéo da

temperatura e do tempo para teor de isoflavonas agliconas
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Marazza et al. (2009) observaram aumento da [B-glicosidase durante a
fase exponencial de crescimento de L. rhamnosus CRL 981 em extrato de soja
(3-12 h a 37 °C). O L. reuteri mostrou maior crescimento em temperaturas mais
brandas (32-36 °C), sugerindo que o metabolismo seja maior nas mesmas
condigoes.

Por outro lado, de acordo com Matsuura et al. (1995) a temperatura
Otima da atividade de B-glicosidase endogena da soja € 45 °C e pH 6timo entre
4,5-5,5. O teor elevado de isoflavonas agliconas observado no intervalo de 36-
42 °C, apo6s 36-40h de incubacdo, mostra que as condi¢cdes foram favoraveis
para a atividade de B-glicosidase. Liu et al. (2013) obtiveram maior converséo
de glicosideos em isoflavonas agliconas através da hidrolise acida.

Donkor e Shah (2008) observaram que o teor de isoflavonas agliconas
era maior durante o maximo de crescimento das bactérias laticas no extrato de
soja. Neste trabalho observou-se que as condicbes experimentais de maior
contagem de células de L. reuteri (32-36 °C e 24-32 h) ndo coincidiram com as
condi¢cBes de maior conteudo de isoflavonas agliconas. No entanto, o intervalo
o0timo para o crescimento de L. reuteri apresentou um teor de isoflavonas
agliconas satisfatorio, estabelecendo-se assim, para o presente trabalho, as

condicBes de fermentacdo do extrato de soja: 36 °C e 24h.

5.4 Composicao Centesimal de Extratos Fermentados e Nao Fermentados

Os resultados médios da composicdo centesimal de extrato de soja
(ES), extrato de soja fermentado (EF), extrato de soja fermentado com 3%
(m/v) de gérmen de soja (EGF), e de extrato de soja fermentado com 3% (m/v)
de gérmen de soja e adocado com 12% (m/m) de sacarose (EGFA) sao
apresentados na Tabela 10.

O ES (Tabela 10) apresentou valores de composicdo centesimal
similares aos descritos na literatura para extratos de soja livre de lipoxigenases.
Ciabotti et al. (2006) analisaram o extrato de soja da cultivar BRS 213 e
encontraram 3,26% de proteinas, 1,72% de lipidios, 0,36% de cinzas e 93,79%
de umidade. Cabral (2009), para o extrato de soja da cultivar BRS 213,
encontrou valores proximos de proteinas (3,35%), lipidios (1,85%), cinzas

(0,29%) e umidade (93,71%). A composicdo do ES enquadra-se nos padrdes
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legais vigentes para o extrato de soja, que estabelecem os teores maximos de
93% de umidade e 0,6% de cinzas, e o teor minimo de 3,0% de proteina. De
acordo com Penonne (1989) sao toleraveis variacbes de 10% nos valores da

composicao centesimal, devido a diversidade inerente aos gréaos de soja.

Tabela 10 - Composicao centesimal do ES, EF, EGF e EGFA

Proteinas Lipidios Carboidratos Cinzas Umidade
ES 3,29° 0,01 1,85°+ 0,08 1,40° + 0,08 0,39°+0,01  93,07°%0,02
EF 3,01°+0,01 1,81 +0,03 1,39°+ 0,01 0,37°+0,01  93,42°+0,02
EGF 456°+0,03  2,07°+0,18 1,98+ 0,20 0,51°+0,01  90,87°+0,04
EGFA 3,81°+£0,02  1,95°+0,02 12,60°+0,04  042°+0,01 81,21°+0,01

Médias + desvio na mesma coluna, seguidas da mesma letra, ndo diferem entre si ao nivel de
5% de significancia.

ES: extrato de soja; EF: extrato de soja fermentado; EGF: extrato de soja fermentado com 3%
(m/v) de gérmen de soja; EGFA: extrato de soja fermentado com 3% (m/v) de gérmen de soja e
adocado com 12% (m/m) de sacarose.

Apos a fermentacdo do ES com L. reuteri a 36 °C por 24 h, o EF e 0
EGF (Tabela 10) apresentaram valores proximos de lipidios e de carboidratos
na composicdo centesimal. O gérmen de soja adicionado ao extrato (EGF)
incrementou os teores de proteinas e cinzas em, respectivamente, 51,5% e
37,8%, e reduziu o teor de umidade em 2,7%, quando comparado com EF.

Por sua vez, a adicdo de 12% (m/m) de sacarose ao EGF resultou em
decréscimo dos teores de proteinas, lipidios, cinzas e umidade (Tabela 10), e
acréscimo do teor de carboidratos. Conforme o trabalho realizado por Cabral
(2009), a composicao do extrato fermentado de soja (BRS 213) adocado com
8% de glicose foi 3,47% de proteinas, 1,98% de lipidios, 0,20% de cinzas e
86,18% de umidade.

5.5 Quantificagdo das Isoflavonas de Extratos Fermentados e Né&o
Fermentados

O contetdo de isoflavonas totais para ES (Tabela 11) foi de 4,60 mg.g™
(b.s.d). Toro-Funes et al. (2012) analisaram seis amostras comerciais de
extratos de soja, e verificaram que os teores de isoflavonas totais variavam de
1,81 mg.g™* a 3,19 mg.g™ (b.s), variagbes decorrentes da matéria-prima ou do

método utilizado para a obtencdo do extrato.
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Tabela 11 - Valores médios* de isoflavonas do extrato de soja (ES), do extrato de soja fermentado (EF), do extrato de soja

fermentado com 3% (m/v) de gérmen de soja (EGF) e do EGF com adi¢do de 12% (m/m) de sacarose (EGFA), ao 1°, 15° e 30° dia

de armazenamento a 4 °C

Malonil-glicosideos B-glicosideos Agliconas Isoflavonas
Mdai Mgli Mgen Dai Gli Gen Daidzeina Gliciteina Genisteina Totais

ES 1,09"+0,00 0,25+ 0,00 1,48'+ 0,00 0,75+ 0,00 nd 0,90°+0,00 0,08°+ 0,00 nd 0,05°+0,01  4,60'+0,00
EF 01 1,51+0,00 0,37°+0,01  2,24°+0,00 nd nd nd 0,48'+ 0,00 0,81'+ 0,02 0,47°+0,00  5,88°+0,01
EF 15 1,40°'+0,00 0,36+ 0,00 2,06+ 0,00 nd nd nd 0,57°+ 0,00 1,00"+ 0,00 0,56°+0,00  5,95°+0,00
EF 30 1,32+0,00  0,33'+0,00 1,94°+0,01 nd nd nd 0,59°+ 0,00 1,08% + 0,00 0,59+0,00  5,86°+0,02
EGF 01 4,18%+0,02  1,66%+0,00 2,414+ 0,01 nd 0,64%+ 0,00 nd 2,19°+0,01 4,14°+ 0,01 0,53°+0,00 15,74%+0,05
EGE 15 4,01°+0,03 1,61°+0,01 2,31°+0,01 nd 0,54°+ 0,00 nd 2,23%+0,01 4,31°+0,03 0,56°+0,00 15,57%+0,10
EGF 30 3,73°+£0,00  1,50°+ 0,00 2,16°+ 0,00 nd 0,39°+ 0,00 nd 2,21*°+0,00  4,80*+0,01 0,56°+0,00 15,35+ 0,02
EGFA 01 1,41°+0,00  0,49°+0,00 0,73%+ 0,00 0,33+ 0,00 nd nd 0,78+ 0,00 1,27'+ 0,00 0,21'+0,00  5,22°+0,01
EGEA 15 1,39°'+001 0,49°+001  0,71%"+0,00  0,32°+0,00 nd nd 0,80 + 0,00 1,43%+0,00 0,22'+0,00 5,35“°+0,03
EGEA 30  1,34"9+001  0,47°+0,00 0,63"+ 0,00 0,25°+ 0,00 nd nd 0,84°+ 0,00 1,73+ 0,00 0,25°+0,00 5,51°+0,01

* Médias de 3 determinacdes, expressos em mg.g~ em base seca desengordurada.

Médias + desvio na mesma coluna, seguidas da mesma letra, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de significancia.
Mdai: malonil-daidzina; Mgli: malonil-glicitina; Mgen: malonil-genistina; Dai: daidzina; Gli: glicitina; Gen: genistina.

ES: extrato de soja; EF: extrato de soja fermentado; EGF: extrato de soja fermentado com 3% (m/v) de gérmen de soja; EGFA: extrato de soja fermentado
com 3% (m/v) de gérmen de soja e adogado com 12% (m/m) de sacarose.
nd: ndo detectado.
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Com base nos dados obtidos, foi constatado que 100 mL de ES contém
aproximadamente 37,70 mg de isoflavonas totais, sendo 2,83% (0,95 mg)
isoflavonas agliconas. Rodriguez-Roque et al. (2013) relataram o valor de 48,9
mg de isoflavonas totais em 100 mL de extrato de soja, proOximo ao valor
encontrado no presente trabalho.

O EF (Tabela 11), apos incubacdo com L. reuteri a 36 °C por 24 h,
apresentou maior teor de isoflavonas quando comparado com ES (p < 0,05).
Houve um acréscimo de 46,10% e 27,83% nos teores de malonil-glicosideos e
de isoflavonas totais no EF, respectivamente. Ding e Shah (2010) observaram
aumento de 29,2% nos teores de malonil-glicosideos em extrato de soja
fermentado a 37 °C por 24 h com L. salivarius e L. rhamnosus.

Observa-se que o teor de isoflavonas agliconas do EF foi
significativamente maior que do ES (p < 0,05) (Tabela 11). Wei et al. (2007) e
Marazza et al. (2009) verificaram aumento significativo de isoflavonas agliconas
apos fermentacédo do extrato de soja por bactérias lacticas a 37 °C por 24 h. De
acordo com Murphy, Barua e Hauck (2002), os alimentos fermentados
apresentam maior contetdo de agliconas devido a acdo conjunta das enzimas
B-glicosidases enddgenas da soja e das sintetizadas pelos micro-organismos
fermentadores.

Com base nos dados obtidos, foi calculado que 100 g de EF contém
cerca de 42,25 mg de isoflavonas totais, sendo 29,93% (12,65 mg) isoflavonas
agliconas. Observa-se que os teores de isoflavonas totais de EF (Tabela 11)
mantiveram-se estaveis a 4 °C por 30 dias. Otieno, Ashton e Shah (2007)
observaram reducao das isoflavonas totais durante o armazenamento (4 °C por
30 dias) do extrato de soja fermentado por L. acidophilus. Durante o periodo de
estocagem (Tabela 11), houve decréscimo significativo (p < 0,05) dos teores de
malonil-glicosideos e acréscimo significativo (p < 0,05) dos teores de agliconas,
tanto para as amostras de EF quanto para as amostras de EGF e EGFA.

O EGF apresentou o maior contetido de isoflavonas totais (15,74 mg.g™)
dentre as amostras (Tabela 11). Além disso, foi detectada a presenca da
isoflavona glicitina no EGF, decorrente das altas concentragbes de malonil-
glicitina e de glicitina encontradas no gérmen de soja (Tabela 4). Apds 30 dias

de armazenamento do EGF, houve decréscimo de 39,06% no teor de glicitina e
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acréscimo de 16% no teor de gliciteina, cujo valor foi quatro vezes superior ao
do EF.

Para todas as amostras analisadas, o teor de gliciteina contribuiu para o
conteudo de isoflavonas agliconas. Conforme Song et al. (1998), Song,
Hendrich e Murphy (1999) e Wiseman et al. (2002), com o potencial
estrogénico relativo superior (gliciteina > genisteina > daidzeina), a gliciteina
pode produzir um efeito estrogénico no organismo, principalmente apdés o
consumo de produtos contendo gérmen de soja.

Quanto ao EGFA (Tabela 11), houve diminuicdo do teor de isoflavonas
totais e fracdes quando comparado com EGF, decorrente da adigcdo de 12%
(m/m) de sacarose. No EGFA foi observada a presenca da isoflavona daidzina
e a reducdo de 60% no teor de genisteina, semelhante ao descrito por Wei et
al. (2007), que notaram, no extrato de soja fermentado por L. paracasei e L.
acidophilus com 10% de sacarose, aumento de 70% no teor de daidzina e
diminuicdo de 59% no teor da genisteina, quando comparado com extrato de
soja sem sacarose fermentado pelas mesmas cepas. A presenca de daidzina
no EGFA sugere que houve mudanca na atividade enzimatica de L. reuteri, que
respondeu as alteracdes encontradas na composi¢cao do meio de crescimento.

Com base nos dados obtidos, foi calculado que cada 100 g de EGF e de
EGFA contém, respectivamente, cerca de 155,35 mg (67,66 mg de agliconas) e
100,35 mg (43,45 mg de agliconas) de isoflavonas totais. Considerando que 3
gramas de gérmen de soja possuem 100,23 mg de isoflavonas totais (7,02 mg
de agliconas), e que 100 mL de extrato de soja contém 37,70 mg de
isoflavonas totais (0,95 mg de agliconas), esperava-se um produto contendo
cerca de 133,93 mg de isoflavonas totais com 7,97 mg de agliconas. No
entanto, os teores de agliconas obtidos tanto no EGF quanto no EGFA foram
superiores ao previsto, ressaltando os efeitos da adicdo do gérmen de soja e

da fermentacéo no conteudo de isoflavonas agliconas do produto.

5.6 Compostos Fendlicos Totais e Capacidade Antioxidante

O grdo de soja da cultivar BRS 257 apresentou o conteldo de
compostos fendlicos de 104,01 mg EAG.100 g’ (base seca) (Tabela 12).
Zhang et al. (2012) analisaram 13 amostras de diferentes tipos de soja e
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encontraram teores de fenélicos que variavam entre 85-230 mg EAG.100g™,
enquanto Slavin, Kenworthy e Yu (2009) determinaram teores de fendlicos

entre 100-200 mg EAG.100 g™ para gréos de soja.

Tabela 12 - Valores médios* de compostos fendlicos e capacidade antioxidante
por sequestro de DPPH e ABTS" para grdo de soja BRS 257, gérmen de soja
(Isosoy®), extratos fermentados adicionados ou ndo de gérmen de soja, ao 1°,

15° e 30° dia de armazenamento a 4 °C

o -
Gréo de soja 104,01’ + 0,07 3,06° + 0,03 1,04" + 0,00
Gérmen de soja 442,73* £ 0,78 3,67% 0,02 5,00 + 0,09
ES 146,56° + 0,08 2,06° + 0,06 2,529 + 0,01
EF 01 161,86"+ 0,17 2,514+ 0,07 3,09° + 0,00
EF 15 171,11° + 0,62 2,95 + 0,04 3,12°+ 0,02
EF 30 193,74° £ 0,67 3,11°+ 0,15 3,10° + 0,00
EGF 01 303,37+ 0,40 2,27%°+ 0,02 3,32°¢+ 0,00
EGF 15 271,38+ 0,33 2,79°°+0,03 3,55°+ 0,01
EGF 30 273,40°+ 0,77 2,80°¢+0,11 3,52° + 0,06
EGFA 01 122,38'+ 0,35 1,97+ 0,03 1,68° + 0,02
EGFA 15 126,22"+ 0,09 1,92° + 0,04 1,59° + 0,07
EGFA 30 146,22% + 0,32 2,10°+ 0,02 1,65° + 0,07

* Médias de 3 determinacdes.

Médias + desvio na mesma coluna, seguidas de letras iguais, ndo diferem entre si ao nivel de
5% de significancia.

EAG: Equivalente de acido galico; ETrolox: Equivalente de Trolox.

ES: extrato de soja; EF: extrato de soja fermentado; EGF: extrato de soja fermentado com 3%
(m/v) de gérmen de soja; EGFA: extrato de soja fermentado com 3% (m/v) de gérmen de soja e
adocado com 12% (m/m) de sacarose.

O teor de fendlicos no gérmen de soja foi quatro vezes superior (442,73
mg EAG.100 g*) ao do grdo de soja da cultivar BRS 257, em virtude da maior
concentracdo de isoflavonas no gérmen. Barbosa et al. (2006) encontraram no
gérmen um teor de fendlicos duas vezes superior ao do grao de soja analisado.
Ja Bolanho e Beléia (2011) determinaram teores de fendlicos de 187,8 e 213,9
mg EAG.100 g*, respectivamente, para gréos de soja da cultivar BRS 267 e

para o gérmen de soja analisado.
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A capacidade antioxidante determinada por sequestro de radicais DPPH’
foi 3,06 pmol ETrolox.g” para o grdo de soja e 3,67 umol ETrolox.g™ para o
gérmen de soja (Tabela 12). Bolanho e Beléia (2011) relataram valores de 4,0
e 3,4 umol ETrolox.g™, respectivamente, para grdos de soja da cultivar BRS
267 e para o gérmen de soja, enquanto Barbosa et al. (2006) citaram valores
respectivos de 3,7 e 5,1 umol ETrolox.g™.

Em relacdo a capacidade antioxidante determinada por sequestro de
radicais ABTS", os valores encontrados foram 1,04 e 5,0 pmol ETrolox.g?,
respectivamente, para o grdo e para o gérmen de soja (Tabela 12). Ao
analisarem 13 amostras de graos de soja, Zhang et al. (2012) verificaram
valores entre 2-4 umol ETrolox.g*, e Bolanho e Beléia (2011) determinaram
valores de 7,1 e 7,6 pmol ETrolox.g™ respectivos para o grdo da cultivar BRS
267 e para o gérmen de soja.

As variacdes nos resultados das andlises de capacidade antioxidante
podem ser explicadas pelos teores de isoflavonas encontrados nos graos e nos
gérmens de soja, e pelas diferencas do gendtipo e das condicbes de cultivo
dos gréos. Segundo Zhang et al. (2012) os ensaios de atividade antioxidante
envolvem mecanismos quimicos diferentes, sem correlacao significativa entre
Si.

O ES apresentou o teor de fendlicos de 146,56 mg EAG.100 g™ (Tabela
12). Em trabalhos de Xu e Chang (2009) e Tyug et al. (2010), foram relatados
teores de fendlicos entre 96-320 mg EAG.100 g* para o extrato de soja,
variacbes decorrentes do tipo da soja utilizada e das condi¢cdes de
processamento do extrato.

Tanto EF quanto EGF apresentaram teores de fendlicos superiores ao
ES (Tabela 12). Para o EF o valor foi 10,4% superior (161,86 mg EAG.100 g™).
Lai et al. (2013) verificaram teores de fendlicos de, respectivamente, 113,3 e
126,1 mg.EAG.g™ para o extrato de soja ndo fermentado e para o extrato
fermentado, um acréscimo de 11,3% de fendlicos apdés a fermentacdo do
extrato por bactérias laticas, semelhante ao encontrado no presente trabalho.
Houve ainda aumento significativo (p < 0,05) do teor de fendlicos de EF apés
30 dias de armazenamento a 4 °C (Tabela 12).

Para o EGF (Tabela 12) o teor de fendlicos foi duas vezes superior

(303,37 mg EAG.100g™) ao ES, resultado da adicédo do gérmen de soja. Houve
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reducdo significativa (p < 0,05) de fendlicos no EGF apés 15 dias de
armazenamento (Tabela 12), que acompanhou a diminuicdo das isoflavonas
totais nas mesmas condi¢cdes (Tabela 11). Ja o EGFA apresentou teores de
fendlicos inferiores ao ES.

Em relacdo a capacidade antioxidante determinada por sequestro de
radicais DPPH’, tanto EF quanto EGF apresentaram valores superiores ao de
ES, com aumento significativo (p < 0,05) apds 15 dias de estocagem (Tabela
12). Marazza et al. (2009) observaram aumento significativo da capacidade
antioxidante do extrato de soja fermentado por L. rhamnosus, quando
comparado com extrato de soja ndo fermentado. De acordo com Marazza et al.
(2009) o conteudo de isoflavonas agliconas formadas apés a fermentacdo pode
contribuir para a atividade antioxidante do extrato. A daidzeina e a genisteina
podem atuar como doadoras de hidrogénio e sequestrar efetivamente o radical
DPPH'. O valor encontrado para EGFA foi inferior ao de ES, e manteve-se
estavel durante o armazenamento.

Quanto a capacidade antioxidante determinada por sequestro de
radicais ABTS™, os valores de EF e EGF foram superiores ao de ES, e estaveis
ao longo dos 30 dias a 4 °C (Tabela 12). De acordo com Hubert et al. (2008) as
isoflavonas agliconas sdo compostos anti-radicais mais ativos que seus
precursores B-glicosideos, acentuando a atividade antioxidante dos alimentos
fermentados. J4 a capacidade antioxidante do EGFA foi inferior a de ES e
estavel durante a estocagem. Os resultados da atividade antioxidante
observados durante o armazenamento a 4 °C condizem com os valores de

isoflavonas agliconas formadas nas mesmas condic¢des (Tabela 11).
5.7 Contagem de Células Viaveis, pH e Acidez Titulavel

Os extratos de soja, ao serem inoculados com L. reuteri, apresentaram
contagens iniciais de células viaveis em torno de 5,81 + 0,09 log UFC.g™. Apos
o processo fermentativo a 36 °C por 24 h, as contagens de laticas no EF, EGF
e EGFA atingiram valores de 7-8 log UFC.g™ (Tabela 13). No EGF, o nimero
de células viaveis foi maior que no EF e EGFA (p < 0,05) durante os primeiros
15 dias de armazenamento, indicando que houve influéncia positiva do gérmen

de soja sobre o crescimento de L. reuteri.
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Ao 30° dia de estocagem (Tabela 13), ndo houve diferenca significativa
(p = 0,05) das contagens de EF, EGF e EGFA em relacao ao 1° dia, mostrando
que a adicao de 3% (m/v) de gérmen de soja ou de 12% (m/m) de sacarose
nao prejudicou a estabilidade e a viabilidade do L. reuteri em extrato de soja.
As contagens permaneceram estaveis a 7-8 log UFC.g™* ao longo do periodo de
armazenamento a 4 °C. Para que 0S micro-organismos sejam considerados
probidticos e possam atuar in vivo, o alimento deve conter no minimo 8-9 log
UFC por porcdo do produto pronto para consumo (BRASIL, 2002; 2008),

conforme foi obtido neste trabalho.

Tabela 13 - Valores de contagem de células viaveis de L. reuteri, pH e acidez
titulavel para extratos fermentados adicionados ou ndo de gérmen de soja, ao

1°, 15° e 30° dia de armazenamento a 4 °C

Contagem de Acidez (g acido
Amostra células de L. reuteri pH latico.100 g*

(log UFC.g™) produto)
EF 1 7,719+ 0,36 3,732+ 0,01 0,53%"+ 0,03
EF 15 7,699+ 0,25 3,25°¢ + 0,01 0,64% + 0,01
EF 30 7,884+ 0,21 3,27°¢ + 0,02 0,699+ 0,01
EGF 1 8,44%" + 0,05 3,43+ 0,01 0,679+ 0,05
EGF 15 8,45% + 0,06 3,25°¢ + 0,01 0,77°%% + 0,01
EGF 30 8,30?"°+ 0,04 3,29°°¢ + 0,03 0,89?° + 0,03
EGFA 1 7.64% + 0,04 3,79%+ 0,01 0,44+ 0,01
EGFA 15 7,90°%%+ 0,03 3,29°¢+ 0,01 0,822P¢ + 0,01
EGFA 30 7,879+ 0,13 3,19+ 0,09 0,91% + 0,02

Médias + desvio na mesma coluna, seguidas da mesma letra, ndo diferem entre si ao nivel de
5% de significancia.
EF: extrato de soja fermentado; EGF: extrato de soja fermentado com 3% (m/v) de gérmen de
soja; EGFA: extrato de soja fermentado com 3% (m/v) de gérmen de soja e adogado com 12%
(m/m) de sacarose.

Apb6s a fermentacao, os valores de pH dos extratos adicionados ou nao
de gérmen de soja foram inferiores aos valores iniciais (6,70-6,80). Durante os
30 dias de estocagem, houve reducao significativa (p < 0,05) de pH no EF e no
EGFA (Tabela 13), embora a produgcdo de acido latico tenha sido mais
pronunciada no EGF e no EGFA. Conforme Wang et al. (2009b) o extrato de
soja possui baixa capacidade tamponante em razdo das propriedades fisico-

quimicas das proteinas da soja, estando sujeito as oscilacées de pH.
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O pH do EGF permaneceu estavel (Tabela 13), diante do aumento da
acidez durante o armazenamento, que pode ser atribuido ao teor de proteinas
do gérmen de soja. O acumulo de acido latico nos extratos fermentados néo
prejudicou a viabilidade de L. reuteri. Champagne et al. (2009) relataram que o
aumento de acidos organicos durante o armazenamento e o decréscimo de pH
sdo caracteristicas de produtos fermentados, e poderiam contribuir para a

reducao da viabilidade celular.

5.8 Anélise de Perfil de Textura

A andlise de perfil de textura reproduz as condi¢cdes que ocorrem na
boca ao comprimir as amostras. Segundo Dutcosky (2011) a textura é a
manifestacdo sensorial da estrutura interna dos produtos, em termos de reacdo
a forca medida como propriedades mecéanicas (firmeza, consisténcia e
coesividade). Na Tabela 14 observa-se que, exceto para coesividade, a
presenca de gérmen de soja aumentou significativamente as caracteristicas de

textura do extrato de soja fermentado (p < 0,05).

Tabela 14 - Analise de perfil de textura de EF, EGF e EGFA

Firmeza (g) Consisténcia (g.s) Coesividade
EF 22,84° + 1,00 2,271° +0,05 -0,146° + 0,01
EGF 142,252 + 2,00 12,844* + 0,61 -0,379%+ 0,08
EGFA 90,70° + 3,00 7,991° + 0,57 -0,175%+ 0,06

Médias + desvio na mesma coluna, seguidas da mesma letra, ndo diferem entre si ao nivel de
5% de significancia.
EF: extrato de soja fermentado; EGF: extrato de soja fermentado com 3% (m/v) de gérmen de
soja; EGFA: extrato de soja fermentado com 3% (m/v) de gérmen de soja e adogado com 12%
(m/m) de sacarose.

Segundo Szczesniak, Brandt e Friedman (1963) a firmeza é utilizada
para estimar o maximo de forca na primeira compresséo, sendo um parametro
critico na avaliacdo da textura do alimento. Dentre as amostras analisadas, o
EGF apresentou maior valor de firmeza (Tabela 14), decorrente da adigdo do
gérmen de soja. O EGFA, embora contendo gérmen, obteve valores de firmeza

inferiores aos de EGF, em razéo da adicdo de sacarose.
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A consisténcia é a velocidade na qual um material deformado volta a
condicdo ndo deformada, apds remocao da forca de deformacédo, de acordo
com Szczesniak, Brandt e Friedman (1963). Os valores de consisténcia obtidos
nos extratos acompanharam os valores de firmeza, sendo EFG > EGFA > EF
(Tabela 14).

Conforme Szczesniak, Brandt e Friedman (1963) a coesividade é
determinada como extensdo a que um material pode ser deformado antes da
ruptura. A coesividade de EF, EGF e EGFA foram estatisticamente
semelhantes (p = 0,05), revelando que a adicdo de gérmen de soja ou de
sacarose nao alterou a forca das ligagdes internas na estrutura das amostras.

Yang e Li (2010) analisaram o perfil de textura de extratos fermentados
de soja germinada, e encontraram valores de consisténcia (7,59 a 12,15) e de
coesividade (-0,44 a -0,45) préximos aos valores obtidos neste trabalho. Para a
firmeza, os valores foram inferiores (16,89-26,71), indicando que a presenca do

gérmen de soja favoreceu a firmeza nos extratos fermentados de soja.

5.9 Anélise Sensorial

O teste triangular foi escolhido para detectar diferenca (ao nivel de 5%
de significAncia) entre duas amostras que sofreram tratamentos distintos,
cabendo aos provadores verificar se havia diferenga entre as amostras A
(extrato de soja fermentado com 3% (m/v) de gérmen de soja) e B (extrato de
soja fermentado sem gérmen de soja). No teste participaram 35 pessoas, das
quais 12 eram homens e 23 eram mulheres, com idade entre 15 a 50 anos.

Obedecendo ao delineamento sugerido por Instituto Adolfo Lutz (2008)
para o teste triangular, foram obtidas 24 respostas corretas. O nimero minimo
para deteccao da diferenca (p < 0,05) era de 17 respostas corretas. Portanto, a
amostra A difere da amostra B, ao nivel de 5% de significancia. O resultado
reflete a percepcédo da diferenca pelos provadores, que poderia ser percebida
pelos consumidores. Nesse contexto, foi realizado um teste para determinar a
aceitacéo do extrato fermentado com gérmen de soja.

O teste de aceitagdo foi aplicado para avaliar, utilizando uma escala
hedbnica de 9 pontos, os atributos de cor, aroma, textura, sabor e aceitacdo

global da bebida fermentada a base de soja com 3% (m/v) de gérmen de soja e
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12% (m/m) de sacarose. Foram convidadas 75 pessoas, das quais 41 eram
homens e 34 eram mulheres. Cerca de 85,33% dos participantes tinham idade
entre 15 a 25 anos. Dentre os convidados, conforme identificado na ficha de
coleta de dados (Anexo C), 72% declararam gostar/consumir produtos a base
de soja, 96% afirmaram gostar/consumir bebidas fermentadas, e 80%
afirmaram consumir produtos fermentados contendo probidticos numa
frequéncia moderada de ao menos uma vez ao més.

Os escores médios da avaliacdo sensorial da bebida fermentada a base

de soja com gérmen de soja e L. reuteri estdo apresentados na Tabela 15.

Tabela 15 - Escores de avaliacdo sensorial para bebida a base de soja com

gérmen de soja e L. reuteri

Atributos Notas
Cor 6,91+ 1,43
Aroma 523 +2,05
Textura 6,07 +1,74
Sabor 493+ 2,26

Aceitacdo Global 5,31 + 1,83

Média (n=75) + desvio padréo.

O atributo de cor obteve a maior média (Tabela 15), no qual 81,33% dos
julgadores atribuiram notas entre 6 (gostei ligeiramente) a 9 (gostei
extremamente) (Figura 12). A presenca de gérmen de soja ndo alterou a cor
original do extrato de soja, e em razdo da boa aceitacdo obtida nesse atributo,
a eventual adicdo de corantes artificiais mostra-se desnecesséria.

O atributo de textura obteve média 6,07 + 1,74 (Tabela 15), que
corresponde ao “gostei ligeiramente”, no qual 65,34% dos julgadores atribuiram
notas entre 6 a 9 (Figura 12). Ja os atributos de aroma e sabor obtiveram
indices moderados de rejeicdo, nos quais 38,66% dos julgadores atribuiram
notas de 1 a 4 para aroma e 45,33% atribuiram notas de 1 a 4 para o sabor.
Portanto, houve baixa aceitacdo do sabor e aroma natural da bebida de soja.
N&o houve adicdo de flavorizantes ou aromatizantes artificiais ao produto

fermentado, o que poderia eventualmente aumentar as notas para os atributos
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de aroma e sabor, e consequentemente elevar a nota de aceitagao global da
bebida de soja (5,31 + 1,83).

Embora tenha sido utilizada a soja da cultivar BRS 257, distinta pela
baixa atividade das enzimas lipoxigenases e por proporcionar produtos com
sabor e aroma mais agradaveis, a presenca do gérmen de soja ao extrato
conferiu um sabor residual levemente amargo em razdo da presenca de
compostos como isoflavonas e saponinas, o que pode ter afetado na
aceitabilidade do produto. Chang, Kim e Han (2010) avaliaram sensorialmente
extratos de soja fermentados com culturas de B. breve, S. Thermophilus e L.
acidophilus, e obtiveram notas de aceitacdo entre 3,22 e 4,72. Portanto, ainda
ha resisténcia e rejeicdo dos provadores frente ao consumo de bebidas
fermentadas de soja, sugerindo modificacdes posteriores a fim de adequar a

bebida as preferéncias do consumidor brasileiro.

Figura 12 - Porcentagem de respostas para teste sensorial de aceitacdo de
bebida fermentada de soja com escala hedbnica de 9 pontos
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6 CONCLUSAO

O crescimento de L. reuteri em extrato de soja da cultivar BRS 257,
contendo 3% (m/v) de gérmen de soja, atinge contagens de células viaveis de
8-9 log UFC.g™ a 36 °C por 24 h. O fermentado obtido (EGF) apresenta o maior
conteddo de proteinas e de cinzas, a maior contagem de células viaveis e os
maiores teores de fendlicos totais e de isoflavonas totais, quando comparado
com as demais amostras, além dos maiores valores de firmeza e consisténcia
para textura. O EGF apresenta estabilidade microbioldgica e de atividade
antioxidante durante 30 dias de armazenamento a 4 °C. A adigdo de 12%
(m/m) de sacarose ao fermentado (EGFA) ndo prejudica a viabilidade celular e
nem a atividade antioxidante nas condi¢cdes de estocagem. No teste sensorial
de EGFA, a nota média de aceitacao global sugere modificac6es posteriores a
fim de adequar a bebida as preferéncias do mercado brasileiro. O produto
fermentado apresentou propriedades nutritivas, microbiolégicas e funcionais
satisfatorias, estabilidade durante o armazenamento e contetudo de isoflavonas
interessante para a promocao da salude e para beneficios terapéuticos ao

organismo.
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ANEXO A — Parecer Consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa - UEL

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE Plobof
LONDRINA - UEL/ HOSPITAL "% ¥8rasil o
REGIONAL DO NORTE DO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: BEBIDA A BASE DE 30JA COM PROPRIEDADES FUNCIOMAIS
Pesquisador: Sandra Garcia

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 07T01612.7.0000.5231

Instituigao Proponente: Programa de Pos-graduagao em Ciéncia da Alimantos

DADOS DO PARECER

Mumero do Parecer; 117.629
Data da Relatoria: 08MQ2012

Apresentacao do Projeto:

O presente estudo visa desenvolver um produte alimenticio a base de exfrato hidrossalovel de soja,
adicionado de gérman de soja, com teor de isoflavonas inleressante para o consumo & uma alternativa de
alimenio am dietas restritivas. A fermentagdo com culiura probidtica contribuira com o desenvolvimanto das
caracleristicas sensoriais, bam comao na adicio de micro-organismos potencialments probidticos. O praduto
final visa sar aceito sensonalments, & proporcionar baneficios ao cansumidor em virlude das propriedadas

associadas aos componenies presenies na soja, no gérmen d& so0ja e na cultura probidtica utilizada.

Objetivo da Pesquisa:
- Objetivo Geral: Elaborar um produto funcional a partir do extrato hidrossolovel de soja, ulilizando gérmean

de soja a culura probidtica.

- Objetivos Espacificos:

1 - Desenvalver uma bebida farmentada a partir do extrato de soja, utiizando cultura probidtica comercial; 2
- Adicionar gérmen da soja & bebida em quantidade suficiente para atuagio das isoflavonas no organismo; 3
- Determinar a composian cantesimal do produto; 4 - Avaliar o crescimento bacteriano, a produgao de acido
duranie o processo de farmentagao @ a metabolizagdo bactenana dos componentas da exlralo @ da gérmen
de soja; 5 - Avaliar a estabilidade do produto durante o pariodo de 28 dias a4 4°C e verificar a viabilidade do
Lactobacillus reuteri duranta o periodo de estocagam, determinar o perfil & o contedda de
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isoflavonas por CLUAE e a capacidade antioxidante através de métodos de sequestro do radical livre

DPPH,, & forca redufora & § - Avaliar as caracleristicas sensoriais e aceitabilidade do produto final.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

- fiscos a banaficios:

"Por sar um produfo probictco, poderdo ocorrer benaficios associados a0 consumo, comd um meanar lEmpo
de transito intestinal. Por outro lado poderdo ocorrer alguns desconfortos abdominais, masmo que
raramente, como dores, flatuléncia ou transito intestinal aumentado, cessados algumas horas apos o

consumo do produta” (retirado do texio em word do projeto).

Comentarios & Consideragdes sobre a Pesquisa:
- numere de sujeitos de pesquisa = 150 individuos, selecionados enfre servidores e estudanies do Cantro de
Ciancias Agrarias (CC5) da UEL, sendo:

50 julgadores no tesle de prefaréncia e

100 comsumidores

Consideragies sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:

Adequadas:

1 - Folha d& Rosto: assinam a pesquisadora (arisntadora) e a coordenadora do programa de PG;

2 - Instituigdo Co-participanta: ha autorizagdo do direlor do Cenfro de Ciéncias Agrarias da UEL ja que os
voluntarios serdo servidores & alunos deste centra de estudos da UEL;

3 - TCLE adequada;

4 - croncgrama adequado, prevendo o inicio da coleta de dados para apds a aprovagdo do estudo palo
CEP;

5 - orgamento (RS 15.200,00) e financiamento {a cargo do DCTA e Programa de Pas Graduagdo):

adequados.

Recomendagdes:
- nao ha recomendacoas

Conclusoes ou Pendencias e Lista de Inadequagdes:
- ndo ha pandéncias ou inadequacies

Situagio do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagao da CONEP:

M3

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Paracar referendado
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LONDRINA, 08 de Outubro de 2012

Assinador por:

Paula Mariza Zedu Alliprandini
(Coordenador)

Enderego: AVENIDA ROBERT KOCH, 60

Bairro: VILA OPERARIA

CEP: 86.038-440

UF: PR Municipio: LONDRINA

Telefone: (43)3371-2490

E-mail: cep268@uel.br
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ANEXO B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido na forma de convite
para produto fermentado de soja na anélise de aceitagdo

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo da pesquisa:
“Bebiba a Base de Soja com Propriedades Funcionais”

Prezado(a) Senhor(a):

Gostariamos de convida-lo (a) a participar da pesquisa “Bebida a Base de Soja
com Propriedades Funcionais”, realizada no Laboratério de Analise Sensorial
do Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos do Centro de Ciéncias
Agrarias da UEL, Londrina-PR. O objetivo da pesquisa € desenvolver uma
bebida a base de extrato de soja e fermentada com cultura probidtica
(Lactobacillus reuteri). A sua participacdo € muito importante e ira requerer
cerca de gquinze minutos. Vocé participara como provador e ira consumir uma
bebida formulada com extrato e gérmen de soja, fermentadas com cultura
probidtica, sendo solicitado a dar sua opinido informando a ordem crescente de
preferéncia das bebidas analisadas. Sera realizada uma sesséo e vocé podera
participar no horario em que tiver maior disponibilidade. Gostariamos de
esclarecer que sua participagcdo € totalmente voluntaria, podendo vocé:
recusar-se a participar, ou mesmo desistir a qualquer momento sem que isto
acarrete qualquer 6nus ou prejuizo a sua pessoa. Informamos ainda que as
informacfes serdo utilizadas somente para os fins desta pesquisa e serdo
tratadas com o mais absoluto sigilo e confidencialidade, de modo a preservar a
sua identidade. Os beneficios esperados sao diminuicdo no tempo de transito
intestinal e auxilio na prevencao de doencas crénicas. A sua ingestdo nao traz
riscos a saude, entretanto, raramente, podem ocorrer desconfortos abdominais
como dores, flatuléncia ou transito intestinal aumentado, que deverdo cessar
algumas horas ap6s o consumo do produto. Informamos que ndo havera
pagamento, nem remuneracao por sua participacdo. Caso vocé tenha davidas
ou necessite de maiores esclarecimentos pode nos contactar (Profd. Dra
Sandra Garcia ou Suzana Tiemi Matsubara, DCTA-UEL) no telefone (43) 3371-
5966 ou no e-mail sgarcia@uel.br / suannya@gmail.com, ou procurar o Comité
de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual


mailto:sgarcia@uel.br
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de Londrina, na Avenida Robert Kock, n°® 60, ou no telefone 33712490. Este
termo deverd ser preenchido e assinado em duas vias de igual teor, sendo uma

delas entregue a vocé.

Londrina, de de 2013.

Pesquisador Responsavel
Profé. Dr2. Sandra Garcia

Mestranda
Suzana Tiemi Matsubara

(nome por extenso do sujeito de

pesquisa), tendo sido devidamente esclarecido sobre os procedimentos da

pesquisa, concordo em participar voluntariamente da pesquisa descrita acima.

Assinatura (ou impresséo dactiloscopica):

Data:




ANEXO C - Modelo de ficha para a coleta de dados do provador

COLETA DE DADOS DO PROVADOR

Dados Pessoais:
Nome:
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E-mail:

1. Faixa etéria:

() 15-25

() 25-35

() 35-50

() acima de 50 anos

3. Ocupacéo:

() aluno: () graduacdo () pés-graduacao
() funcionario

() professor

() outro

5. Gosta/consome bebida fermentada? () Sim () Nao
6. Gosta/consome produtos de soja? () Sim () Nao

7. Frequéncia de consumo de produtos a base de soja:

() Frequentemente - vezes por semana
() Moderadamente - vezes por més

() Ocasionalmente - vezes por ano

() Nunca

8. Frequéncia de consumo de produtos fermentados contendo probiéticos:

() Frequentemente - vezes por semana
() Moderadamente - vezes por més

() Ocasionalmente - vezes por ano

() Nunca

9. Produtos que costuma consumir (7 e 8).
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ANEXO D - Modelo de ficha para o teste triangular

TESTE TRIANGULAR

Vocé esta recebendo 3 amostras codificadas. Prove cada uma das amostras e
avalie se existe diferenca, em termos globais, entre as amostras apresentadas. Circule
0 cddigo da amostra que diferir das demais.

Observacoes:
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ANEXO E: Modelo de ficha para o teste de aceitacdo dos atributos sensoriais
estruturados em escala heddnica de 9 pontos

TESTE DE ESCALA HEDONICA

Nome: Data:

Vocé estd recebendo uma amostra de bebida funcional a base de soja. Por favor,
avalie a amostra com relacdo aos atributos cor, sabor, textura, aroma, aparéncia e
aceitacdo global, utilizando a escala abaixo para dizer o quanto gostou ou desgostou
do produto e, se desejado, faga comentéarios sobre ele.

(1) Desgostei muitissimo

(2 ) Desgostei muito

( 3) Desgostei

( 4) Desgostei ligeiramente
(5) Nao gostei, nem desgostei
( 6) Gostei ligeiramente

(7) Gostei

(8) Gostei muito

(9) Gostei muitissimo

AMOSTRA COR SABOR TEXTURA AROMA | ACEITACAO GLOBAL

Vocé consumiria esse produto?

Comentérios:
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ANEXO F — Pagina de acesso do Curriculum lattes dos pesquisadores
envolvidos na pesquisa

Orientadora: Prof2. Dr2. Sandra Garcia
Endereco de acesso do CV: <http://lattes.cnpq.br/6040080684084312>

Orientada em nivel de Mestrado: Suzana Tiemi Matsubara
Endereco de acesso: < http://lattes.cnpq.br/2113062855695364 >


http://lattes.cnpq.br/6040080684084312
https://wwws.cnpq.br/cvlattesweb/PKG_MENU.menu?f_cod=847AA5142A839A190CD773BAEB56BC95
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