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MORAES FILHO, M. L. Desenvolvimento de queijo tipo petit suisse probiético a
base de extrato de soja preta, 2013. Sandra Garcia. Dissertacao!’
(Mestrado em Ciéncia de Alimentos) — Universidade Estadual de Londrina. Londrina.

RESUMO

A soja preta [Glycine max (L.) Merril] € uma variedade pouco conhecida no Brasil,
que além de possuir os beneficios relacionados ao consumo da soja, apresenta
antocianinas em sua casca, auxiliando na atividade antioxidante. O objetivo deste
trabalho foi desenvolver um queijo tipo petit suisse funcional contendo linhagens
probiéticas (Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium animalis subsp. lactis). Foi
utilizado extrato de soja preta com adicao de polpa de amora preta, caracterizando o
produto durante o armazenamento a 4°C por 30 dias, bem como o grao integral de
Soja preta, 0 extrato aquoso de soja preta e o quark quanto a composi¢ado quimica,
identificacdo e quantificacdo de isoflavonas por UPLC, fendlicos totais, atividade
antioxidante (ensaios in vitro DPPH' e o cétion radical ABTS+) e atividade da enzima
B-glicosidase. Foram realizadas determinacfes de pH, acidez titulavel e cor para o
extrato de soja preta (ESP), extrato de soja preta sem casca (ESP S/C), extrato de
soja preta fermentado (ESPF), quark e petit suisse durante o armazenamento. Para
as amostras de quark e petit suisse foram analisadas capacidade de retencédo de
adgua e viscosidade. A viabilidade microbiana foi avaliada para o petit suisse ao
longo do armazenamento por meio de contagem de bactérias laticas totais,
Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium animalis subsp. lactis, sendo o produto
submetido a andlise sensorial. As amostras apresentaram composicdo quimica
distintas, variando quanto ao teor e composic¢ao de isoflavonas, tendo o grao integral
80 mg/100g, extrato de soja preta 100 mg/100g, quark 90 mg/100g e petit suisse 60
mg/100g aproximadamente para isoflavonas totais. Os teores de antocianinas
variaram, tendo o ESP o maior teor em base seca, sendo 385 e 360 mg/100g
respectivamente para antocianinas totais e monoméricas, resultando em valores
significativamente diferentes (p<0,05) para os ensaios de atividade antioxidante in
vitro (DPPH' e ABTS+) para todas as amostras. Ao longo do armazenamento houve
gueda gradual do pH e aumento da acidez para as amostras ESPF, Quark e Petit
suisse e em consequéncia alteracbes em sua coloracdo. Nao houve diferenca
significativa para capacidade de retencdo de agua e viscosidade entre as amostras
de quark e petit suisse. O queijo tipo petit suisse probidtico apresentou em média
contagens da ordem de 9,48 log UFC.g" de laticas totais, com uma média de 7,77
log UFC.g* e 9,64 log UFC.g™" para Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium
animalis subsp. lactis respectivamente até 30 dias de armazenamento a 4°C, sendo
assim, classificado na legislacéo brasileira como um produto probiotico.

Palavras-chave: Antocianinas; antioxidante; Bifidobacterium animalis subsp. lactis;
Isoflavonas; Lactobacillus acidophilus.



MORAES FILHO, M. L. Development of probiotic soy petit suisse cheese from
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ABSTRACT

Black Soybean [Glycine max (L.) Merrill] is a little known variety in Brazil, which also
has the benefits related to soy consumption, anthocyanins present in your seed coat,
aiding in antioxidant activity. The objective of this study were to develop a functional
soy petit suisse cheese with soymilk of black soybean and mulberry pulp containing
probiotic strains (Lactobacillus acidophilus and Bifidobacterium animalis subsp.
lactis), evaluating the product during storage at 4 ° C for 30 days as well as the whole
grain of black soybean, the soymilk of black soybean and quark as to chemical
composition, identification and quantification of isoflavones by UPLC, phenolics,
antioxidant activity (assay in vitro with DPPH" and the cation radical ABTS +) and
activity B-glucosidase enzyme. Measurements of pH, titratable acidity and color were
performed in soymilk of black soybean (SMBS), soymilk of black soybean dehulled
(SMBSD), soymilk of black soybean fermented (SMBSF), quark and petit suisse
during storage and performed as well as for samples of quark and petit suisse
analysis of water holding capacity and viscosity, during the storage. Viability of petit
suisse lactic acid bacteria counts were monitored as well as Lactobacillus
acidophilus and Bifidobacterium animalis subsp. lactis counts using differential agars.
The product was submitted for test of acceptability through sensory analysis and
showed global acceptance satisfactory (7,0) by hedonic scale. The samples showed
different chemical composition, varying the composition and distribution of
isoflavones (grains showed approximately 80 mg/100g, SMBS 100 mg/100g, Quark
90 mg/100g and Petit suisse 60 mg/100g for total isoflavones). The contents of
anthocyanins varied, the AEBS having the highest content on a dry basis, being 385
and 360 mg/100g respectively for total and monomer anthocyanin , resulting in
significantly different values (p<0.05) for the activity assays in vitro antioxidant
(DPPH and ABTS +) for all samples. During the storage there was a gradual
decrease in pH and increasing acidity of some samples, reflected in color changes
The product exhibited satisfactory counts for Lactobacillus acidophilus (7,77 Log
CFU.g%) and Bifidobacterium animalis subsp. lactis (9,64 Log CFU.g™) after 30 days
of storage, therefore, classified as a source of probiotics.

Keywords: Anthocyanins, antioxidant; Bifidobacterium animalis subsp. lactis;

isoflavones; Lactobacillus acidophilus.
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1. INTRODUCAO

Ha uma busca crescente de produtos naturais pela populacdo, tendo os
consumidores, nos Ultimos anos, acesso a informacdo e disseminacdo da
importancia de uma alimentacdo mais saudavel. A industria tem diversificado os
produtos oferecidos. Dentre estes, encontram-se o0s produtos fermentados,
destacando-se 0s que possuem alegacfes funcionais. Estes produtos podem
apresentar semelhancas visuais aos tradicionais, entretanto, com diferencas
nutricionais, que proporcionam outros beneficios a quem consumi-los regularmente.

Por  definicdo, alimentos considerados  probidticos  apresentam
microrganismos viaveis e em numero suficiente para alterar a microbiota do
hospedeiro através da colonizacdo, 0 que proporciona beneficios a saude, como
aumento da defesa do organismo contra patdégenos.

Dentre o grande numero de alimentos divulgados como benéficos a saude,
destaca-se a soja como um dos principais. Estudos associam o consumo de soja na
prevencdo de inumeras doencas como cancer, osteoporose e doencas
cardiovasculares. Estes beneficios estdo associados as caracteristicas quimicas e
nutricionais da soja. Dentre as cultivares de soja, a preta se diferencia por sua casca
escura, possuindo além de caracteristicas proprias da soja como fonte de
isoflavonas e proteinas, a presenca de antocianinas que acentuam a atividade
antioxidante.

Isoflavonas e antocianinas sao polifendis, da classe dos flavonéides. Existem
12 isbmeros de isoflavonas encontrados na soja, sendo seu consumo associado a
diversos beneficios para a salude. Antocianinas sédo glicosideos de antocianidinas,
associados a coloracédo de flores, frutas e seu consumo também esta relacionado a
beneficios a saude.

Considerando a importancia da soja na saude humana, o objetivo deste
trabalho foi desenvolver um queijo tipo petit suisse a partir de extrato de soja preta
fermentado com cultura probidtica e avaliar as caracteristicas fisicas, quimicas e
sensoriais deste produto e comparar com as caracteristicas do gréo, extrato de soja

com e sem casca e quark.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O

Desenvolver, caracterizar e avaliar a estabilidade durante o armazenamento
de um produto funcional contendo linhagens probidticas utilizando extrato

aguoso de soja preta.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICOS

o

Caracterizar o gréo, o extrato aquoso, o quark e o petit suisse, durante
armazenagem por 30 dias a 4°C, quanto a composicdo quimica, teor de
isoflavonas, fendlicos totais, capacidade antioxidante, antocianinas totais e

monomeéricas.

Avaliar a estabilidade do extrato aquoso, quark e petit suisse durante
armazenagem por 30 dias a 4°C, por meio de medidas de pH, acidez titulavel

e medidas de cor.

Avaliar o quark e petit suisse durante armazenagem por 30 dias a 4°C quanto

a capacidade de retencdo de agua e viscosidade.

Determinar em petit suisse a contagem total de bactérias laticas, Lactobacillus

acidophilus, Bifidobacterium animalis subsp. lactis.

Avaliar sensorialmente o produto.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CARACTERISTICAS GERAIS DA SOJA

A soja [Glycine max (L.) Merril] € uma planta de consumo milenar, datando de
mais de 2000 anos. Esta presente principalmente na alimentacdo oriental, sendo
uma das principais fontes de proteinas, consumida nas mais variadas formas, tais
como, molho de soja, tofu e extrato de soja (ROSA et al., 2009). Presente no Brasil
desde o final do século XIX recebeu maior atencao a partir do final da década de 60,
como fonte de proteinas de alta qualidade (BRANDAO; REZENDE; MARQUES,
2006; FUKUSHIMA, 2001).

O Brasil ocupa a 22 colocacdo como produtor mundial de soja, atras dos EUA,
tendo na safra 2009/2010 ocupado uma area 23,6 milhdes de hectares com
producdo de 68,7 milhdes de toneladas. Em média, o grdo de soja apresenta 40%
de proteinas, 20% de lipidios, 5% de minerais e 34% de carboidratos. Entretanto, as
caracteristicas nutricionais sofrem influéncia de diversos fatores, tais como
genéticos, cultivar, caracteristicas climaticas, entre outros (GOLBITZ; JORDAN,
2006; CORREA et al.,, 2010; EMBRAPA, 2011). A soja é considerada a fonte
protéica de origem vegetal de melhor qualidade quando comparada a de origem
animal devido a presenca de aminoacidos essenciais. E um dos grdos com o maior
teor de isoflavonas e esta presente na dieta humana em derivados protéicos como
farinha desengordurada texturizada, concentrados e isolados (FICHER et al,1975;
GOLBITZ, JORDAN, 2006).

O consumo de soja em muitos paises ainda é baixo devido ao sabor
caracteristico resultante da acdo da enzima lipoxigenase, o que contribui para a
baixa aceitabilidade da soja e seus derivados. Muitos compostos que conferem
sabor a soja e a seu extrato ja foram elucidados, dentre estes, aldeidos, acetais,
ésteres, hidrocarbonetos e cetonas (BEHRENS; SILVA, 2004; MORAES et al.,
2006).

As fracdes proteicas da soja sao 2S, 7S, 11S e 15S correspondendo
respectivamente a 15%, 34%, 41,9% e 9,1%. A fragdo 2S possui proteinas
biologicamente ativas, inibidores de tripsina e globulinas 2S. A fracdo 7S € composta
pelas enzimas B-amilase e lipoxigenase, hemaglutinina, citocromo C e pela globulina

conhecida como [B-conglicinina. A glicinina (11S) e B-conglicinina (7S), juntas
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correspondem a 70% da fragdo protéica (MUJOO; THRIN; NG, 2002; TAY; XU;
PERERA, 2005; LIU et al., 2008).

A soja contém elevado numero de compostos de interesse biolégico, como
fitosterdis, inibidores de protease e saponinas, além das isoflavonas que apresentam
estrutura similar ao estrogénio, tendo atividade estrogénica e antiestrogénica. A
atividade antiestrogénica ocorre quando ha excesso de estrogénio no organismo e
estrogénica, quando ha reducdo deste horménio (MESSINA, 2006; ROSTAGNO;
ARAUJO; SANDI, 2002).

Segundo Magee e Rowland (2004), os fitoestrogenos estdo associados a
diminuicdo do risco de céancer. Esta afirmacdo deve-se ao fato de que os niveis
plasmaticos e urinarios de fitoestrogenos sdo mais elevados em é&reas onde a
incidéncia de cancer € baixa em comparacdo com as areas onde a incidéncia de
cancer é elevada. A variacdo na microbiota intestinal humana também pode estar
relacionada com o risco de cancer como evidenciado pela incapacidade de alguns
individuos produzirem fitoestrogenos ativos.

Os flavonodides pertencem ao grupo dos polifendis, que podem ser divididos
em outras 11 classes secundarias, tais como: isoflavonas, antocianinas, flavanas e
flavanonas. Sua estrutura béasica (Figura 1) é constituida por um nucleo flavona
composto por 2 anéis benzeno (A e B) ligados por um anel heterociclico pirano (C).
Apresentam  atividade antiinflamatéria, antialérgica, antiosteoporética e
anticancerigena e muitos dos efeitos farmacolégicos dos flavonodides estéo
relacionados a interacdo com varias enzimas e a sua atividade antioxidante (LIU,
1997; SILVA et al., 2002; DORNAS et al., 2007).

Figura 1. Estrutura geral de um flavonéide (LIU, 1997).

As isoflavonas sdo compostos fendlicos encontrados na soja € em seus

derivados. A concentracao das isoflavonas nos gréos de soja pode variar de 0,1 a 5
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hY

mg/g. Pertencem a classe dos fitoestrogenos e podem ser encontradas em 12
diferentes formas: B-glicosidicas (daidzina, genistina e glicitina), acetilglicosidicas
(acetildaidzina, acetilgenistina e acetilglicitina), malonilglicosidica (malonildaidzina,
malonilgenistina, e malonilglicitina) e em sua forma aglicona (daidzeina, genisteina e
gliciteina) (Figura 2). Seu consumo esta relacionado com a prevencdo doencas
como cancer de mama, cOlon e problemas cardiovasculares. A forma glicosilada
estd presente em maior quantidade e por meio de transformacfes enzimaticas
relacionadas ao processo digestivo, formam-se fendis heterociclicos que
comportam-se como estrégenos (LIU, 1997; SETCHELL, 1998).

Figura 2. Estrutura quimica das isoflavonas encontradas na soja (LIU, 1997).

OH OH
OH
Agliconas Glicosiladas

R1 R Rs Compostos

H H - daidzeina
OH H - genisteina

H OCH3 - Gliciteina

H H H Daidzina
OH H H genistina

H OCH3 H Glicitina

H H COCHs3 6”-O-Acetildaidzina
OH H COCHgs; 6”-O-Acetilgenistina

H OCH3 COCHs3 6”-O-Acetilglicitina

H H COCH,COOH 6”-O-Malonildaidzina
OH H COCH,COOH 6”-O-Malonilgenistina

H OCHjs COCH,COOH 6”-O-Malonilglicitina

Produtos fermentados possuem de duas a trés vezes mais isoflavonas
agliconas que produtos ndo fermentados, sendo as isoflavonas agliconas absorvidas
mais rapidamente que as glicosidicas e possuem atividade biolégica mais acentuada
(WANG; MURPHY, 1996; FUKUTAKE et al., 1996).
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Além das proteinas, a soja possui elevado teor de fibras e oligossacarideos.
Os oligossacarideos rafinose e estaquiose nédo séo digeridos pelo sistema humano.
Entretanto, sdo considerados prebidticos, favorecendo o crescimento de bactérias
intestinais benéficas, auxiliando o sistema de defesa do organismo. A composi¢cao
de lipideos da soja é formada de acidos graxos essenciais como o linoleico (C18:2)
e linolénico (C18:3) que contribuem na prevencdao de doencas cardiovasculares,
aterosclerose, arritmia, etc. Sao fontes de vitaminas E, K, tiamina, riboflavina e acido
félico. Apresenta bom perfil de aminoacidos, com excecdo dos sulfurados como
metionina, cisteina (TASHIMA; CARDELLO, 2003; CARVALHO et al.,, 2003;
GOLBITZ; JORDAN, 2006).

3.2 SOJA PRETA

A soja preta [Glycine max (L.) Merril] € uma variedade de soja que se
diferencia por possuir casca escura pela presenca de antocianinas, clorofila e outros
pigmentos. Fonte de isoflavonas, proteinas e vitamina E. Segundo Kim et al. (2012),
apesar dos cotilédones apresentarem o maior teor de compostos de interesse, a
casca possui fibras, acido fitico e compostos fendlicos.

A atividade antioxidante desta soja é aumentada pela presenca de
antocianinas na casca. Est4 presente na alimentacdo oriental ha varios anos.
Estudos revelam que este alimento é benéfico a saude, sendo consumido
principalmente na forma de produtos fermentados, tofu ou extrato de soja. Takahashi
et al. (2005), compararam a agéo do extrato da soja amarela com o da soja preta na
oxidacdo de LDL e encontraram que 0s extratos de soja preta foram mais eficientes
ao retardarem a oxidacdo do LDL quando comparadas a variedade amarela.
Extratos obtidos a partir da casca da soja preta foram significativamente mais
efetivos na prevencdo da oxidacdo do LDL do que os da variedade amarela.
Entretanto ndo houve diferenca entre os extratos produzidos a partir dos cotilédones
de soja amarela e preta sem a presenca da casca. Pesquisas recentes sobre a
atividade antioxidante mostram que a soja preta, possui atividade inibitéria contra a
oxidacdo do LDL, apresentando forte capacidade de sequestrar radicais DPPH (2-
difenil 1-picrilhidrazil), reducédo do poder oxidante do ferro (FRAP) e de absorver

radicais oxigénios (ORAC), suprimindo a indu¢cdo mutagénica (TAKAHASHI et al.,
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2005; XU; CHANG, 2008; LEE et al., 2009; CHEN; LEE; CHOU, 2011, LEE; CHO,
2012).

Classificados como glicosideos de antocianidinas (Figura 3), as antocianinas
podem ter diferentes acuUcares ligados a sua estrutura, sendo classificados como
mono, di ou triglicosideos, sendo as formas diglicosidicas e triglicosidicas mais
estaveis quando comparadas as monoglicosidicas. Apresentam variacdo da cor de
acordo com a sua forma estrutural, dependendo do valor de pH, numero de
hidroxilas, metoxilas e temperatura (STRINGHETA ; BOBBIO, 2000; LEE; DURST;
WROLSTAD, 2005).

As antocianinas sao pigmentos naturais que conferem coloracdo a flores,
frutos e vegetais. Pertencem ao grupo dos flavondides, ndo sendo sintetizados pelo
corpo humano e quando ingeridos auxiliam o sistema de defesa, diminuindo a acéo
de radicais formados durante a respiracdo. Aos compostos fendlicos é atribuida a
capacidade quelante de metais e inativagao de radicais livres, diminuindo o risco de
ocorréncia de diferentes doencas. Estudos relatam o aumento significativo na
guantidade de compostos fendlicos e antocianinas apds processo de fermentacéo,
estando relacionados a cultura utilizada (QIN; JIN; DONG, 2010; JENG et al., 2010).

Figura 3. Estrutura geral da antocianina (MARCO; POPPI; SCARMINIO, 2008).

Lee et al. (2009), identificaram e caracterizaram na casca da soja preta nove
antocianinas, sendo estas: cianidina-catequina-3-O-glicosideo, delfinidina-3-O-
galactosideo, delfinidina-3-O-glicosideo, cianidina-3-O-galactosideo, cianidina-3-O-
glicosideo, petunidina-3-O-glicosideo, pelargonidina-3-O-glicosideo, peonidina-3-O-
glicosideo, e cianidina, ressaltando a presengca em maiores quantidades para
delfinidina-3-glicosideo, cianidina-3-glicosideo e petunidina-3-glicosideo, das quais a

cianidina-3-glicosideo esta presente em maior quantidade.
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3.3 EXTRATO DE S0JA (ES)

O ES pode ser obtido por diferentes métodos, apds processo de selecao,
hidratacdo, maceracdo, coccdo dos graos e centrifugacdo. O extrato de soja € de
facil obtencédo, sendo semelhante ao leite animal, podendo ser comercializado com
ou sem adicdo de aromatizante, ndo contém lactose, sendo uma alternativa aos que
apresentam intolerancia a lactose. Sua aceitabilidade se restringe ao sabor
caracteristico da soja, sendo que muitos compostos que contribuem para o sabor ja
estdo presentes no grdo ou sao formados durante a obtencédo do extrato, pela acao
da temperatura ou enzimas (BENEDETTI; FALCAO, 2003; MORAES et al., 2006) .

O ES possui caracteristicas que permitem sua utilizacdo para fermentacéo,
servindo de substrato para o crescimento de bactérias probidticas. Por possuir 0s
oligossacarideos rafinose e estaquiose, tidos como prébidticos, podem estimular o
crescimento de probidticos de interesse. Além disso, a fermentacdo do ES por micro-
organismos, principalmente por bactérias lacticas, tem sido utilizada para melhorar o
sabor e aumentar a aceitabilidade (HOU; YU; CHOU, 2000; BEASLEY; TUORILA;
SARIS, 2003; BENEDETTI; FALCAO, 2003; BLAGDEN; GILLILAND, 2005;
MORAES et al., 2006; RIVERA-ESPINOZA; GALLARDO-NAVARRO, 2010).

Em média, 100 mL de extrato aquoso de soja fornece 52 calorias, 2,5% de
carboidratos, 3,4% de proteinas, 2,3% de lipidios, 40 mg de calcio, 105 mg de
potassio e 1,2 mg de ferro, 40 mg de vitamina B1 e 120 mg de vitamina B2.
(Embrapa, 2011).

3.4 ALIMENTOS FUNCIONAIS

O aumento de individuos doentes na sociedade moderna em virtude de seu
modo de vida (estresse, alimentacao etc) colocam em evidéncia o baixo indice de
doencas em determinados povos, associando a estes os beneficios oriundos de sua
dieta, o que levou a pesquisas de compostos presentes na alimentacao e a relacao
destes com os beneficios a saude (MORAES; COLLA, 2006).

Alimentos funcionais sao alimentos ou ingredientes que além de nutrir
produzem algum efeito metabdlico, sendo benéfico a saude. Estes alimentos
proporcionam beneficios quando ingeridos como parte da dieta natural, sem a

necessidade de supervisdo médica. O estudo e o consumo desses alimentos torna-
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se cada vez mais importante, devido ao aumento significativo de pessoas que
sofrem de doencas cronicas degenerativas (LAJOLO, 2005). Segundo Roberfroid
(2002), para ser considerado como funcional, um alimento deve afetar
beneficamente uma ou mais funcbes alvo no corpo, além de apresentar efeitos
nutricionais adequados, sendo relevante para o bem-estar e contribui para a reducao
do risco de uma doenga.

O Japéo foi o primeiro pais a produzir e comercializar alimentos funcionais,
sendo conhecidos como FOSHU (“Foods for Specified Health Use”). Estes alimentos
tém selo de aprovagdo no Japdo pelo Ministério da Saude e Bem Estar, sendo a
legislacéo instituida a partir de 1997. O Brasil, somente ao final do ano de 1999
passou a possuir legislacdo especifica para estes alimentos, sendo designados
como alimentos com alegacbes de propriedades funcionais e/ou de Saude
(MORAES; COLLA, 2006).

No Brasil as industrias seguem a legislacdo do Ministério da Saude e quando
ha interesse em registrar algum alimento ou ingrediente com propriedades
funcionais, o pedido € protocolado na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA). A ANVISA tem a disposicdo o regulamento de alimentos com alegacdes
de propriedades funcionais e ou de saude, novos alimentos/ingredientes, substancia
bioativas e probidticos. Alguns exemplos de compostos funcionais investigados séo:

catequinas, licopeno, flavondides, tanino, proteinas da soja (BRASIL, 2012).

3.5 PROBIOTICO

Segundo a Resolucdo RDC n°02 da ANVISA de 07 de janeiro de 2002, que
define o regulamento técnico para substancias bioativas e probidticos isolados com
alegacdo de propriedade funcional e/ou de saude, probidticos sdo microrganismos
vivos, capazes de melhorar o equilibrio microbiano intestinal produzindo efeitos
benéficos a saude do individuo. Segundo Fuller (1989), a principal razdo de se
utilizar probidticos na alimentacdo é aumentar o numero e atividade de
microrganismos com beneficios ao hospedeiro.

Uma bactéria, para ser considerada probidtica, deve apresentar algumas
caracteristicas, tais como: ndo ser patogénica, toxica, mutagénica ou carcinogénica

ao hospedeiro; ser preferencialmente de origem humana, isolada do trato



23

gastrointestinal saudavel; apresentar atividade antagbnica a microrganismos
patogénicos, ser tolerantes a acidez do suco gastrico, resistindo aos sais biliares,
enzimas e baixos niveis de oxigénio. Devem aderir as superficies epiteliais e persistir
no trato gastrointestinal humano. Entretanto, ainda ndo existe um consenso de
quantas e quais caracteristicas uma bactéria deve apresentar para ser considerada
como probidtica (SAARELA et al., 2000; MATTILA SANDHOLM et al., 2002;
KUMURA et al., 2004; COLLADO; MERILUOTO; SALMINEN, 2008; VARAVALLO;
THOME; TESHIMA, 2008; RIVERA-ESPINOZA; GALLARDO-NAVARRO, 2010).

Para se obter os beneficios provenientes destes microrganismos, a sua
ingestao deve ser de forma regular e em quantidade suficiente (FAO/WHO, 2001;
VARAVALLO; THOME; TESHIMA, 2008). Para ser considerado um alimento
probiético, este deve possuir contagem igual ou superior a 10° - 10’ células viaveis
por g ou mL do produto. Segundo a legislacéo no Brasil, as bactérias consideradas
probidticas séo: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei shirota, Lactobacillus
casei variedade rhamnosus, Lactobacillus casei variedade defensis, Lactobacillus
paracasei, Lactococcus lactis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium animalis
(incluindo a subespécie B. lactis), Bifidobacterium longum e Enterococcus faecium
(BRASIL, 2012).

Os mecanismos de acdo destes microrganismos envolvem sintese de
substancias e competicdo de nutrientes contra bactérias patogénicas, modificacao
do pH intestinal, aumento da secrecdo da mucosa, inativacdo de toxinas e seus
receptores, estimulagdo a respostas imunolédgicas especificas ou ndo contra agentes
patogénicos (VARAVALLO; THOME; TESHIMA, 2008).

Segundo Saarela et al. (2000), os microrganismos probidticos devem
apresentar caracteristicas tecnolégicas, com boas propriedades sensoriais,
mantendo-se viaveis durante o processamento e armazenamento do produto. Para
Gomes e Malcata (1999) culturas probioticas contribuem na melhora do sabor do
produto final, tendo uma menor capacidade de promover a acidificacdo durante a

armazenagem pos-processamento.
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3.5.1 Lactobacillus acidophilus

Isolado em 1900, o Lactobacillus acidophilus foi identificado como uma
bactéria Gram positiva, ndo formadora de esporos, imével e microaeréfila, com pH
otimo entre 5,5 a 6,0, com resisténcia ao armazenamento a temperaturas de
refrigeracdo e apresentam-se como bastonetes longos e finos quando cultivado em
meio MRS (Man, Rogosa and Sharpe) (OLIVEIRA, 1995 ; STIPP, 1996; GOMES;
MALCATA, 1999). Considerada uma bactéria latica homofermentativa, converte
acucares em 4cido latico e pequenas quantidades de compostos volateis (LEROY;
VUYST, 2004). A maioria das linhagens consegue metabolizar amigdalina,
celobiose, glicose, maltose, manose, sacarose, trealose, esculina, lactose, salicina
(ROBINSON, 1991), rafinose e estaquiose (WANG et al., 2003). Apresenta
resisténcia a bile, estabelecendo-se no intestino e esta associada a producdo de
metabdlitos como perdxido de hidrogénio, acido latico, lactacina B, acidofilucina A,
dentre outros compostos com acéo contra patégenos (REQUENA; PELAEZ, 1995).

3.5.2 Bifidobacterium animalis subsp. lactis

Bactérias do género Bifidobacterium spp. sdo caracterizadas como Gram-
positivas, ndo esporuladas, imoéveis, catalase negativas e anaerdbias. A espécie
Bifidobacterium animalis subsp. lactis € moderadamente tolerante ao oxigénio
(GOMES; MALCATA, 1999).

Sao heterofermentativas, produzindo &cido latico e acético a partir da
fermentacdo de acucares como glicose, galactose, lactose e outras fontes de
carbono, sendo capazes de fermentar oligossacarideos como rafinose e estaquiose
(GOMES; MALCATA, 1999). Possuem faixa de pH 6timo entre 6,0 e 7,0, tendo o
crescimento reduzido em pH inferior a 4,5 e superior a 8,5, com temperatura ideal
para multiplicagdo de 37 a 41°C (GOMES; MALCATA, 1999; SCALABRINI et
al.,1998).



25

3.6 PETIT SUISSE

Segundo a Instrucdo Normativa n° 53 de 29 de dezembro de 2000, do
Ministério da Agricultura e Abastecimento, que define o Regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade de Queijo Petit Suisse, entende-se por queijo petit suisse, 0
queijo fresco, ndo maturado, obtido por coagulacdo do leite com coalho e/ou de
enzimas especificas e/ou de bactérias especificas, adicionado ou ndo de outras
substancias alimenticias. Surgiu em 1850, desenvolvido por Charles Chervais, onde
era utilizado leite desnatado adicionado de creme, sendo este de consisténcia
cremosa. No Brasil é destinado principalmente ao mercado infantil, tendo nos
altimos anos, um grande aumento em seu consumo, apesar de ainda baixo, se
comparado a outros paises. Os queijos petit suisse nacionais, apresentam em sua
constituicdo a presenca de gomas, que auxiliam na manutengdo da estabilidade e
consisténcia do produto (MARUYAMA et al., 2006).

A produgédo de petit suisse no mercado nacional baseia-se em centrifugagao
para a separacdo da massa, sendo esta denominada de queijo tipo quark,
pertencendo este ao grupo de queijos frescos, acidificados, ndo maturados,
consumidos logo apés a producéo, sendo mantidos sob refrigeracao. Posteriormente
este queijo passa por outros processos, sendo misturado a outros ingredientes como
acucares e frutas, caracterizando o petit suisse. Em paises europeus a producao
ocorre por meio de métodos e equipamentos avancados, sendo encontrado também
sob a forma aerada, onde ocorre a adicao de leite batido, aglcar, aromatizantes e
estabilizantes (VEIGA; VIOTTO, 2001).

Considerando a importancia da soja na saude humana, o objetivo deste
trabalho foi desenvolver um queijo tipo petit suisse a partir de extrato de soja preta
fermentado com cultura probiética e avaliar as caracteristicas fisicas, quimicas e
sensoriais deste produto e comparar com as caracteristicas do grao, extrato de soja

com e sem casca € quark.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 MATERIAL
4.1.1 Soja Preta

Para elaboracdo do EASP (extrato aquoso de soja preta) foi utilizada soja
preta em graos [Glycine max (L.) Merril], adquirida no comércio da cidade de
Londrina-PR, cultivada na cidade de Urai-PR , safra 2011.
4.1.2 Cultura Probidtica

Foi utilizada cultura de iogurte destinada a produtos de soja, composta por
linhagens de Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium animalis subsp. lactis,
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus thermophilus produtores
de exopolissacarideos (EPS) . A cultura foi fornecida pela empresa Clerici-Sacco®,
Italia, sob denominac¢édo comercial de Lyofast SYAB 1.

4.1.3 Polpa de Amora Preta

Foi utilizada polpa de amora preta (Morus nigra) adquirida no comercio local

de Londrina-PR, Ricaeli Ltda. Sado Paulo, Brasil.
4.2 METODOS
4.2.1 Preparo dos Inéculos
A cultura probidtica liofilizada foi reativada em 1 litro de extrato de soja (EAS)

estéril, sendo divido em porcdes de 10 mL e congelado para posterior uso na

elaboracao do produto fermentado.
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O ESP foi obtido, adaptando-se as metodologias descritas por Prudéncio e

Benedet (1999) e Boatto et al. (2010), com algumas modificacdes (figura 4).

Figura 4. Fluxograma para obtencéo do ESP

Pesagem dos graos de soja preta e lavagem em agua
corrente

Hidratac&do dos graos por 12 horas a temperatura
ambiente na proporcao 1:8 p/v

Aquecimento dos grao

s por 10 minutos a 80°C

Trituragé@o a quente e filtragédo. Ajuste do volume final

Aquecimento do EASP a 100°C/5 minutos

Reducéo da temperatura para aproximadamente 40°C
em banho de gelo

4.2.3 Preparo do Queijo Tipo Petit Suisse de Soja Preta

O queijo tipo petit suisse de soja preta foi preparado com base na

metodologia descrita por Maruyama et al. (2006) e Boatto et al. (2010), conforme a

Figura 5. O inoculo foi adicionado ao ESP e esfriado a aproximadamente 40°C na
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proporcdo de 0,2% (v/v) da cultura SYAB 1, previamente descongelado a
temperatura ambiente. O ESP foi colocado em recipientes com a tampa semi-aberta
e fermentado por 6 horas a 43°C ou até pH 4,6. ApOs essa etapa, utilizando material
sintético (tule) esterilizado, o ESPF foi dessorado por 12 horas a temperatura de 8°C
para obtencdo da massa base, denominada de Quark. Por fim foi adicionada polpa
de amora (20% p/p) e acucar (12% p/p), previamente tratados termicamente (85°C/3
minutos) para posterior homogeneizagcdo com o quark. A quantidade de acucar foi

escolhida por meio de teste sensorial escala-do-ideal.

Figura 5. Fluxograma para obtencéo do petit suisse sabor amora.

Adicao de 0,2% SYAB1 (v/v) de in6culo ao EASP

Fermentacao a 43°C por 6 horas ou pH 4,6.

Dessoragem por 12 horas a 8°C em material sintético
estéril (tule).

Tratamento térmico da
polpa de amora preta (20%
p/p) e aglcar (12% p/p) a
85°C/3min.

Homogeneizacgéo por 2 minutos do quark com a polpa
e o acucar.

Envase e armazenagem a 4°C

4.2.4 Determinacéo e quantificacdo de Isoflavonas por CLUAE (cromatografia liquida

de ultra eficiéncia).

Os extratos para quantificacéo de isoflavonas foram obtidos segundo Carrao-
Panizzi, Favonni, Kikuchi (2002) e Yoshiara et al. (2012). As amostras liofilizadas
(Christ Alpha 2-4 LD plus, Osterode am Harz, Alemanha) foram desengorduradas

utilizando hexano na proporgao 1:10 (p/v) por 60 minutos a temperatura ambiente
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sob agitacdo. Para extracao utilizou-se 300 mg da amostra juntamente com 6 mL de
solvente extrator composto por 4gua, etanol e acetona (1:1:1 v/v/v), agitando a cada
15 minutos por 1 hora a temperatura ambiente, seguindo para banho ultrassénico
por 15 min, centrifugando (Centrifuge 5804R — Eppendorf, Hamburg, GE) a 80000 x
g a 4°C, filtrando os sobrenadantes em filtros Millex — LH (0,20 pm).

As condi¢Bes cromatogréficas utilizadas para a separacédo e quantificacédo de
isoflavonas foram coluna de fase reversa modelo Acquity UPLC BEH C18 (Waters,
2,1 mm x 50 mm, particulas de 1,7 um), em cromatografo liquido de ultra alta
eficiéncia da marca Waters, modelo Acquity e injetor automético de amostras. Para a
separacdo, utilizou-se sistema gradiente binario com fase inicial de 90% de H,O
acidificada com acido acético glacial (pH 3,0) e 10% de acetonitrila. Apds 8 minutos
de eluicdo foi atingida uma proporcdo de 0% H,O e 100% acetonitrila, retornando
aos 9 minutos para as condi¢gdes iniciais, com um tempo total de corrida de 10
minutos. A vazdo da fase mével foi de 0,70 mL min™ a temperatura de 35°C. Para a
deteccao, €é utilizado o detector de arranjo de diodos da marca Waters ajustado ao
comprimento de onda de 260 nm. A identificacdo das isoflavonas foi realizada por
comparacdo com curvas individuais de padrdo de daidzina, glicitina, genistina,
daidzeina, gliciteina, genisteina, acetil-daidzina, acetil-glicitina e acetil genistina
(Sigma-Aldrich). A concentragcdo de isoflavonas malonilglicosidicas foi calculada a
partir das curvas padrbes dos seus correspondentes [(-glicosidicos utilizando a
similaridade do coeficiente de extingdo (Coward et al., 1998). A quantificacdo por
padronizacao externa € feita utilizando como referéncia as curvas dos padrdes,

sendo expressos em mg/100g em base seca.

4.2.5 Avaliacdo da Composicéo centesimal

A avaliacdo da composicdo centesimal foi realizada em trés periodos (1, 15 e
30 dias de armazenamento a 4°C) para: gréo integral, ESP, ESP s/c (sem casca),
guark e petit suisse, seguindo as metodologias descritas pela AOAC (2006).

Foram determinados os teores proteinas, lipidios, cinzas e umidade. Os

carboidratos foram obtidos por diferenca.
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4.2.6 pH

O pH das amostras: ESP, ESPF, ESP s/c, quark e petit suisse, foi
determinado nos intervalos de 1, 15 e 30 dias de armazenamento a 4°C, utilizando-

se potenciometro digital (Hanna, HI 223).

4.2.7 Determinacédo de Acidez Titulavel

Para a determinacao da acidez das amostras: ESP, ESPF, ESP s/c, quark e
petit suisse, com 1, 15 e 30 dias de armazenamento a 4°C, utilizou-se o método do
Instituto Adolfo Lutz (2008), por meio de titulacdo com NaOH 0,1M. O resultado foi
expresso em g de &cido latico.100 g*. Em funcdo da coloracdo e turbidez das
amostras, utilizou-se o método potenciométrico, com potenciémetro digital (Hanna,
HI 223).

4.2.8 Capacidade de Retencdo de Agua.

Para a determinacdo da capacidade de retencdo de agua das amostras de
quark e petit suisse, foi utilizada metodologia descrita por Ozer et al. (1998), onde 20
g da amostra foi submetida a centrifugacdo (HITACHI Hoki Co. Ltd, CR21, Japao) a
13.500(x g) por 30 min a 10°C. Apés esta etapa, o soro liberado foi coletado e

pesado. A capacidade de retencéo de agua foi expressa em % (p/p).

4.2 .9 Viscosidade

A viscosidade foi determinada seguindo a metodologia proposta por Bau
(2012) para as amostras de quark e petit suisse utilizando Viscosimetro digital
Brookfield, com spindle 4, velocidade de 12 rpm a partir de 600 mL de amostra
acondicionada em béquer e mantida a temperatura de refrigeracdo por 12 h apos

homogeneizacéo.
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4.2.10 Contagem de Bactérias Laticas Totais

A contagem de bactérias laticas totais foi realizada para o petit suisse em 1,15
e 30 dias de armazenagem a 4°C, utilizando meio MRS (Man, Rogosa e Sharpe,
HIMEDIA laboratories, Mumbai, india), sendo plagueadas em profundidade e
incubadas em aerobiose a 37°C por 72 h (VINDEROLA; REINHEIMER, 1999).

4.2.11 Contagem Diferencial de Lactobacillus acidophilus

A contagem diferencial de Lactobacillus acidophilus foi realizada para o petit
suisse em 1,15 e 30 dias de armazenagem a 4°C, utilizando meio MRS (Man,
Rogosa e Sharpe, HIMEDIA laboratories, Mumbai, india) suplementado com bile
bovina (0,15% p/v, Laboratérios DIFCO Ltda), sendo plagueadas em profundidade e
incubadas em aerobiose a 37°C por 72 h (VINDEROLA; REINHEIMER, 2000).

4.2.12 Contagem Diferencial de Bifidobacterium animalis subsp. lactis

A contagem diferencial de Bifidobacterium animalis subsp. lactis foi realizada
para o petit suisse em1,15 e 30 dias de armazenagem a 4°C, utilizando meio MRS
(Man, Rogosa e Sharpe, HIMEDIA laboratories, Mumbai, india) suplementado com
cloreto de litio (0,2% p/v, VETEC Quimica Fina Ltda, Rio de Janeiro, Brasil) e
propionato de sddio (0,3% p/v, SIGMA Aldrich Chemie, Steinheim, Alemanha) sendo
plagueadas em profundidade e incubadas em anaerobiose com anaerobac
(Produtos Bacterioldgicos Ltda, Sdo Paulo, Brasil) a 37°C por 72 h (VINDEROLA;
REINHEIMER, 2000).

4.2.13 Atividade da Enzima B-Glicosidase

A extracao foi realizada segundo metodologia de descrita por Carrdo-Panizzi
e Bordignon (2000), utilizando 0,1 g da amostra liofilizada e 1,5 mL de tampé&o
fosfato citrato 0,05M (pH 4,5) contendo 0,1 M de cloreto de sédio, mantendo por 1 h
a temperatura ambiente, agitando a cada 15 minutos as amostras. Decorrido 1 h, as
amostras foram centrifugadas (HITACHI Hoki Co. Ltd, CR21, Japé&o) por 15 minutos
a 5°C.
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A atividade da B-glicosidase foi monitorada utilizando o substrato sintético p-
nitrofenil-B-D-glucopiranosidio  (p-NPG, SIGMA Aldrich Chemie, Steinheim,
Alemanha) em concentracdo de 1 mM segundo Matsuura e Obata (1993). Para
estimar a atividade hidrolitica da enzima (p-NPG 1mM em tampéo fosfato citrato
0,1M, pH 5,0), utilizou-se 0,5 mL do extrato da amostra juntamente com 2 mL do
substrato p-NPG, permanecendo a 30°C por 30 minutos em banho. Para interromper
a reacao 2,5 ml de carbonato de sédio 0,5M foi adicionado. A coloracdo amarela
resultante da reacdo foi medida em espectrofotdmetro UV-visivel, modelo Libra S22
(Biochrom®, Reino Unido) a 420 nm. A atividade enzimatica dos extratos foi
determinada por meio de curva com padrao de p-nitrofenol (p-NP, SIGMA Aldrich
Chemie, Steinheim, Alemanha) em concentracées de 16 a 128 pmol.L™. Uma
unidade de atividade de enzima (UA) foi definida como a quantidade de enzima que
libera 1 pmol L™ de p-NP por minuto. Os resultados foram expressos como atividade
de B-glicosidase por grama (UA/Q).

4.2.14 Determinacdo de Compostos Fendlicos Totais.

Para extracdo dos compostos fendlicos totais foi utilizada metodologia
descrita por Adom e Liu (2002) e Hung et al. (2009), onde 1 g de amostra liofilizada
foi adicionada a etanol 80% na proporcao 1:10, sendo agitadas por 20 minutos a 200
rom (MARCONI, MA 140/CFT, Sao Paulo, Brasil). As amostras seguiram para
centrifugacdo (HARRIER, Reino Unido) a 2000 x g por 10 minutos, sendo o
sobrenadante coletado. A etapa de extracao foi repetida mais duas vezes, sendo os
extratos concentrados para 10 mL em rotaevaporador (MARCONI MA 120, Séao
Paulo, Brasil) a 50°C, completando apds este periodo o volume para 10 ml com
etanol 80% caso fosse necesséario. Os extratos foram armazenados a -22°C até a
utilizacdo. Para determinacdo de compostos fendlicos totais, utilizou-se a
metodologia descrita por Swain e Hills (1959), com 2,5 mL do reagente Folin-
Ciocalteau 10%, 2,0 mL de carbonato de sédio 7,5% e 0,5 mL dos extratos das
amostras, sendo incubada por 5 minutos a 50°C. ApoOs este periodo realizou-se
leitura em espectrofotometro UV-visivel, modelo Libra S22 (Biochrom®, Reino
Unido) a 760nm, tendo sido utilizado como branco a solucdo de Folin-Ciocalteau e

carbonato de sédio. A quantificacéo foi feita pela curva padréo de acido gélico (0,1 a
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0,5 mM) e os resultados expressos em mg equivalentes de &cido galico/100 g
(EAG) em base seca.

4.2.15 Capacidade Antioxidante: Capacidade de Sequestrar Radicais DPPH’

A capacidade de sequestrar radicais DPPH" (2,2-difenil-1-picrihidrazil; SIGMA
Aldrich Chemie, Steinheim, Alemanha) foi realizada segundo Brand-Williamns,
Cuvelier, Berset (1995), onde 50 pL dos extratos das amostras foram adicionados a
1 ml de tampéo acetato (100 mM, pH 5,5), 1 mL de etanol absoluto, 0,5 mL de
solucéo de DPPH' 250 uM, sendo armazenada no escuro por 30 minutos, seguindo
para leitura em espectrofotbmetro UV-visivel, modelo Libra S22 (Biochrom®, Reino
Unido) a 517 nm. Para a quantificacdo dos extratos utilizou-se curva padrédo de
Trolox (100 a 1000 puM; SIGMA Aldrich Chemie, Steinheim, Alemanha), sendo os

resultados expressos em umol de Trolox/g de amostra em base seca.

4.2.16 Capacidade Antioxidante: Capacidade de Sequestrar Radical Livre ABTS™*

A capacidade de sequestrar o cation radical livre ABTS™ (2,2’, azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico; SIGMA Aldrich Chemie, Steinheim, Alemanha)
foi realizada utilizando a metodologia descrita por Sanches-Gonzales, Jimenez-
Escrig, Saura-Calixto (2005). Para analise foi preparada solugdo ABTS 7mM e
persulfato de potassio (LABSYNTH, Sdo Paulo, Brasil) 2,45 mM. Aproximadamente
16 horas antes da andlise em ambiente escuro, foram adicionados para reagir 5 mL
da solucédo de ABTS (7 mM) com 88 L de persulfato de potassio (2,45 mM). Esta
solucéo foi diluida com etanol absoluto até apresentar absorvancia 0,700+ 0,020 a
730 nm. Por fim adicionou-se 30 uyL da amostra a 3 mL da solucido diluida de
ABTS". Apbés 6 minutos de reacdo foi lida a absorvancia das amostras em
espectrofotometro UV-visivel, modelo Libra S22 (Biochrom®, Reino Unido) a 730
nm. A quantificacéo foi feita com base na curva padrao de Trolox (100 a 2000 pM;
SIGMA Aldrich Chemie, Steinheim, Alemanha), sendo os resultados expressos em

pmol de Trolox/ g de amostra em base seca.
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4.2.17 Antocianinas Totais e Monoméricas

O teor de antocianinas totais (AT) e monoméricas (AM) foi determinado
segundo metodologia descrita por Giusti; Wrolstad (2001). Para antocianinas totais,
1 g de amostra foi colocado com 50 mL de solucdo de cloreto de potassio 0,025 M
pH 1, sendo agitado e deixado em repouso por 25 minutos em ambiente escuro. Em
seguida, as amostras foram filtradas e lidas em espectrofotbmetro UV-visivel,
modelo Libra S22 (Biochrom®, Reino Unido) a 510 e 700 nm. O calculo para AT

encontra-se a seguir.

AT = (A510 — A700),11 X PM x FD X 10°

€

A = Absorvancia a 510 e 700 nm

PM = massa molecular Cianidina-3-O-glicosideo (449,2 g/mol)
FD = Fator de diluicdo

€ = Coeficiente de extincdo Molar (26.900)

Para AM, 1 g da amostra foi colocado com 50 mL de solu¢do de acetato de
sédio 0,4M, pH 4,5 sendo agitado e deixado em repouso por 25 minutos em
ambiente escuro. Em seguida filtraram-se as amostras e 0s sobrenadantes foram
lidos em espectrofotdmetro UV-visivel, modelo Libra S22 (Biochrom®, Reino Unido)

a 510 e 700 nm. O calculo para AM foi feito conforme a equacéo:

AM = (A510 — A700),1; - (A510 — A700)pHas X PM x FD X 10°

€

A = Absorvancia a 510 e 700 nm

PM = massa molecular de Cianidina-3-O-glicosideo (449,2 g/mol)
FD = Fator de diluicdo

¢ = Coeficiente de extingdo Molar (26.900)
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4.2.18 Medida de Cor

As amostras ESP s/c, ESP, ESPF, quark e petit suisse armazenadas a 4°C
por 1, 15 e 30 dias foram avaliadas quanto a cor, utilizando colorimetro Minolta CR-
400 (Konica Minolta Sensing, Inc.) com iluminante D65. Os valores de
L*(luminosidade), a* (componente vermelho-verde) e b* (componente amarelo-azul)

foram expressos no sistema CIELAB (Caldeira et al., 2010).

4.2.19 Andlise Estatistica

Todas as anadlises foram realizadas em triplicata genuina, sendo aplicada a
Andlise de Variancia (ANOVA) e teste de Tukey, para comparacdo de médias no

nivel de 5% de significancia.

4.2.20 Analise das Condi¢des Higiénico-Sanitarias

As andlises microbioldégicas dos produtos fermentados com a cultura
probiética foram realizadas em triplicata, como critério higiénico-sanitario para
posterior submissdo das amostras a andlise sensorial.

Foram considerados os padrbes microbiologicos exigidos para leites
fermentados, com ou sem adicdes, refrigerado e com bactérias laticas viaveis nos

padrdes segundo a RDC n°12, de 2 de janeiro de 2001.

4.2.21 Analise Sensorial

Para a realizacdo da analise sensorial o projeto foi submetido ao Comité de
Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos (Processo 27238/2011, Anexo 1) da
Universidade Estadual de Londrina e aprovado.

A avaliacdo sensorial de queijo tipo petit suisse a partir de extrato aquoso de
soja preta, fermentado com cultura probidtica adicionado de polpa de fruta (amora)
foi realizada em cabines individuais, com luz branca. As amostras foram servidas em
guantidades padronizadas (aproximadamente 20g), refrigeradas 10£2°C, codificadas

com numeros aleatorios. Para todas as amostras foi assegurada a inocuidade,
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sendo fornecidas apenas ap06s a garantia de auséncia de patdégenos. A cultura
probidtica era composta de linhagens comerciais, sendo utilizadas por industrias de
alimentos.

A andlise sensorial foi realizada em duas etapas, sendo a primeira realizada
para definir a dogura do produto. As amostras contendo diferentes concentragdes de
acucar foram avaliadas em relacdo a docgura segundo Instituto Adolfo Lutz (2008)
pelo teste escala-do-ideal. O teste contou com uma equipe nao treinada de 40
provadores. As amostras foram apresentadas, codificadas, cabendo aos provadores
avaliar a intensidade do atributo, respondendo qual apresenta a intensidade ideal,
conforme a ficha de avaliacdo apresentada na Figura 6. Apds definida a melhor
concentracdo de acUcar, o produto passou pela Analise de aceitacdo (Instituto
Adolfo Lutz, 2008). O produto foi avaliado 65 provadores em relacdo ao aroma,
sabor, impressao global, cor e textura, utilizando escala hedbnica de 9 pontos
(Figura 7).

Todos os participantes foram devidamente esclarecidos, sendo coletado

termo de consentimento livre para sua participacdo (Anexo 2 e 3).

4.2.22 Teste Sensorial Escala-do-ldeal

Para o teste participaram 40 provadores nao treinados, dos quais 6 eram
homens e 34 mulheres, com idades variando entre 20 a 60 anos, onde 70% dos
provadores afirmaram consumir produtos derivados de soja e 67,5% alegaram
consumir produtos fermentados com alegacBes de probidticos (MARCELINNI,
CHAINHO; BOLINI, 2005).

Figura 6. Modelo de ficha para teste sensorial escala-do-ideal.

TESTE DE ESCALA DO IDEAL

Nome: Data:

Vocé esta recebendo amostras de queijo tipo petit suisse probiético sabor amora produzido
a partir de extrato aquoso de soja preta. Por favor, avalie as amostras com relacdo a
intensidade de docgura, marcando para cada amostra qual intensidade se adequa de acordo
com seu paladar.
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Docura: Escala do ideal
Amostra X Amostra Y
Muito abaixo
Pouco abaixo
Ideal
Pouco acima
Muito acima

Figura 7. Modelo de ficha para teste de aceitagdo sensorial com escala hedénica estruturada em 9
pontos

TESTE DE ESCALA HEDONICA

Nome: Data:

Vocé estd recebendo uma amostra de queijo tipo petit suisse probibtico sabor amora
produzido a partir de extrato aquoso de soja preta. Por favor, avalie a amostra com relagéo
aos atributos cor, sabor, textura, aroma e aceitagdo global, segundo o grau de gostar ou
desgostar, utilizando a escala abaixo:

(9) gostei extremamente

(8) gostei moderadamente

(7) goste regularmente

(6) gostei ligeiramente

(5) ndo gostei, nem desgostei.
(4) desgostei ligeiramente

(3) desgostei regularmente
(2) desgostei moderadamente
(1) desgostei extremamente

AMOSTRA COR SABOR TEXTURA AROMA ACEITACAO GLOBAL

Comentérios:
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ComMPOSICAO CENTESIMAL

Na Tabela 1 podem ser observados os valores encontrados para as amostras
durante o periodo de armazenagem por 1, 15 e 30 dias a 4°C. A composi¢cado
permaneceu estavel ao longo dos 30 dias de armazenamento a 4°C para todas as
amostras. O grao de soja preta apresentou 0os maiores teores de proteinas, lipideos,
cinzas e carboidratos, sendo que os valores obtidos estdo de acordo com o0s
encontrados na literatura. Em trabalho publicado por Lin e Lai (2006), valores
semelhantes foram observados para composi¢cao quimica de soja preta em graos,
tendo em média 9,3% de umidade, 14,5% de lipideos, 5,45% cinzas e 41,50%

proteinas.

Tabela 1. Composicdo Quimica do Gréo de Soja Preta, EASP, EASP S/C, Quark e
Petit Suisse com 1, 15 e 30 dias de armazenamento a 4°C.

Amostra Proteinas  Carboidratos Lipideos Cinzas Umidade
Grao 1 40,99% £ 0,76 26,72+ 0,19 18,85% + 0,40 4,64% £ 0,08 8,79 +0,38
Gréo 15 40,37% £ 0,63 27,22% 0,75 18,88%+ 0,24 4,74% £ 0,07 8,75+ 0,12
Gréo 30 40,21% £ 0,20 27,64% £ 0,38 18,79+ 0,19 4,71% £ 0,04 8,64°+0,21
EASP 1 2,23°+0,04 1,00 + 0,30 0,87° 0,07 0,24° £ 0,01 95,64 £ 0,25
EASP 15 2,30°+ 0,03 1,09 0,02 0,84° + 0,03 0,24° +0,01 95,52 + 0,04
EASP 30 2,22°+0,01 1,07° £0,10 0,89° + 0,04 0,25°+0,01 95,56 + 0,16

EASP S/C 1 2,25°+0,03 1,21+ 0,15 0,83°+0,01 0,25°+0,01 95,44% + 0,11

EASPS/IC15  2,24°+0,03 1,13°+0,1 0,84° £ 0,02 0,25° + 0,00 95,53% + 0,04

EASPS/C30  2,27°+ 0,04 1,09°+0,13 0,84° + 0,02 0,25° + 0,02 95,53% + 0,07
Quark 1 6,35+ 0,13 2,72°+ 0,61 3,61°+0,08 0,41° + 0,00 86,88° + 0,39

Quark 15 6,26° + 0,17 2,51°+ 0,44 3,56° + 0,06 0,39° +0,01 87,28+ 0,39
Quark 30 6,03° + 0,07 2,39°+ 0,30 3,66° + 0,08 0,40° +0,01 87,50 + 0,16
Petit 1 6,63°+ 0,15 11,17°+ 0,39 3,57° +0,14 0,40° + 0,00 78,36° + 0,46
Petit 15 6,57° +0,08 11,05+ 0,12 3,52°+0,11 0,40° + 0,01 78,44°+ 0,12
Petit 30 6,45 + 0,11 11,32+ 0,26 3,56° + 0,07 0,40° + 0,00 78,25°+ 0,19

Médias * desvio na mesma coluna, seguidas da mesma letra, ndo diferem entre si no nivel de 5% de significancia.

EASP: extrato aquoso de soja preta; EASP S/C: extrato agquoso de soja preta sem casca.

A etapa de dessoragem foi importante durante o processamento, pois reduziu

0 teor de umidade ao passo que aumentou os demais componentes. Conforme
mostra a Tabela 1, o quark e o petit suisse apresentaram teores similares para
proteinas, lipideos e cinzas, ndo diferindo no nivel de 5% de significancia. Estes
valores foram significativamente superiores aos apresentados pelo extrato aquoso
com e sem a presenca da casca. Em relacdo ao teor de carboidratos, o petit suisse

diferiu significativamente no nivel de 5% de significancia do quark, ESP e ESP S/C.
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O aumento no teor de carboidratos foi em virtude da adicdo do aclUcar ao produto
final.

Resultados similares foram observados por Boatto et al. (2010) na producéo
de queijo tipo petit suisse de soja enriquecido com calcio, com composi¢do quimica

em media 5% de proteina total, 0,35% cinzas e 3,59% para lipideos.

5.2 IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DE ISOFLAVONAS POR CLUAE

Por constituirem fragBes importantes sob o ponto de vista funcional, foram
quantificados os teores de isoflavonas totais e as respectivas concentragbes das
fragdes B-glicosidicas, malonil-glicosidicas e agliconas nos graos, extratos e produto
desenvolvido, assim como atividade especifica da enzima B-glicosidase ao longo do
armazenamento refrigerado a 4°C (Tabela 2).

Dentre as amostras, o extrato aquoso de soja preta apresentou oS maiores
teores de isoflavonas totais em base seca, ndo diferindo estatisticamente entre si ao
longo do armazenamento (p<0,05). Os valores observados para o extrato aquoso de
soja preta sao similares aos encontrados por Goés-Favoni et al. (2004) que
caracterizaram isoflavonas em produtos comerciais de soja, dentre os quais, extratos
aguosos de soja comerciais em pd. As amostras de petit suisse apresentaram o
menor teor de isoflavonas totais dentre todas as amostras, existindo diferenca
significativa (p<0,05). Esta menor concentracdo de isoflavonas é consequéncia da
adicdo de outros ingredientes, como polpa de amora e acgUcar, que ocasionou uma
diluicdo e diminuicdo das isoflavonas totais no produto (cerca de 25%) comparada
ao quark. Caracteristica similar foi encontrada por Rossi et al. (2004), onde os
autores determinaram a quantidade de isoflavonas nas diferentes etapas do
processamento de “iogurte” de soja, encontrando uma redug¢ao de aproximadamente

27% do teor de isoflavonas totais em virtude a adicdo de outros ingredientes.



Tabela 2. Atividade B-glicosidase, Identificacdo e Quantificagéo de isoflavonas com 1, 15 e 30 dias de armazenagem a 4°C para
Graos, ESP, Quark e Petit Suisse (base seca).

Amostras UA/g* Daidzina Genistina Malonil Malonil Daidzeina Genisteina Total
Daidzina Genistina

Grdo 1 0,1373% + 0,0014 13,74'+ 0,79 11,71°+1,00  26,16°+ 0,79 25,60° + 1,52 nd 5,86% + 0,58 83,09°+ 4,13
Gréo 15 0,1370% + 0,0024 14,75%'+ 0,70 12,62°+1,43  2524°+ 1,79 25,46° + 1,44 nd 6,43% + 0,38 83,73°+6,57
Grao 30 0,1394% + 0,0012 14,04%'+ 0,72 12,39°+0,81  25,00°+0,45 26,19%° + 1,19 nd 6,099 + 0,35 84,18° + 3,23
ESP 1 0,0694° + 0,0008 2466°+0,77  18,91°°+054 29,31+ 0,19 28,57% + 0,62 nd 6,979+ 0,30 107,73 + 2,01
ESP 15 0,0690° + 0,0010 29,47% + 0,28 22,32°+0,40 23,98°+0,18 22,78+ 0,16 nd 12,36°+ 0,17 108,822 + 0,77
ESP 30 0,0690" + 0,0022 23,817+ 0,33 568'+0,34  17,78%°+0,60 13,47°+0,30 8,43°+0,11 40,08% + 0,59 109,282 + 0,65
Quark 1 0,0653° + 0,0006 18,33+ 0,36 18,43°£0,55  21,07°£0,25 27,27*° £ 0,29 nd 12,13+ 0,26 95,86° + 0,55
Quark 15 0,0661" + 0,0015 20,45°+ 0,62 19,43°°+0,25 18,83°+0,56 22,96° + 0,55 nd 14,23° +0,11 95,82° + 0,36
Quark 30 0,0663" + 0,0018 21,79°+0,56  20,61*°+0,62  16,22°+ 0,29 17,84° + 0,44 3,87° £0,06 17,27° 0,24 96,75" + 0,53
Petit 1 0,0454° + 0,0009 10,88% + 0,54 11,52°+0,49  13,74'+0,62 17,97°+0,76 nd 7,90°"+ 0,42 62,04° + 2,87
Petit 15 0,0462° + 0,0001 13,08"+ 0,85 13,28%°+0,79 11,78+ 0,68 16,20 + 0,85 nd 8,06°" + 0,40 62,42° + 3,62
Petit 30 0,0468° + 0,0015 15,80° + 0,44 15,01 + 0,62 9,66%+ 0,26 13,08° + 0,45 1,34°+ 0,10 8,40° £ 0,40 63,32° + 1,59

Médias * desvio ha mesma coluna, seguidas da mesma letra, ndo diferem entre si no nivel de 5% de significancia.

ESP: extrato aquoso de soja preta; Petit suisse: quark com 20% de polpa de amora.
*UA: unidade de atividade (UA/Q)
nd: ndo detectado
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Os valores de isoflavonas totais encontrados para o gréo integral de soja
preta, aproximadamente 80mg/100g em base seca, s&o similares aos encontrados
na literatura para soja amarela. Segundo Carrdo-Panizzi et al. (2009), os teores
encontrados nos graos de soja sdo estritamente relacionados a fatores genéticos e
ambientais. Em trabalho realizado por Silva et al. (2012), os teores de isoflavonas
quantificados em diferentes cultivares de soja amarela variaram de 150 a 330
mg/100g de soja (b. s.). Ja Rossi et al. (2004), encontraram 66 mg/100g para o gréo
integral de isoflavonas totais em base umida.

Segundo Barnes (1998), aproximadamente 60% das isoflavonas totais
encontradas no grao integral de soja preta correspondem as formas malonil.

O teor de isoflavonas nas formas malonil, B-glicosidicas e agliconas nos gréos
de soja preta permaneceram estaveis ndo havendo diferencas significativas(p<0,05)
entre os tempos de armazenamento (Tabela 2). Isto se deve a baixa umidade
apresentada pelo gréao, o que dificulta e diminui a acdo da enzima B-glicosidase. Em
trabalho realizado por Araujo, Carlos e Sedyama (1997) observarou-se um aumento
significativo nos teores de isoflavonas agliconas em soja foi hidratada.

Para as amostras (ESP, Quark e Petit), houve diferenca significativa no perfil
de isoflavonas durante o armazenamento. O ESP apresentou um aumento de 5,7
vezes no teor de isoflavona aglicona genisteina em 30 dias de armazenamento a
4°C. No 1° dia, o teor de isoflavonas agliconas correspondiam a aproximadamente
7% do teor de isoflavonas total e 45% apds 30 dias de armazenagem. Este aumento
no teor de agliconas pode ser resultado da acéo residual da enzima B-glicosidase
(Tabela 2). Segundo Araujo, Carlos, Sedyama (1997), a B-glicosidase do gréo da
soja possui valor de pH 6timo entre 5,2-6,0, valores proximos ao apresentados pelo
ESP (Tabela 4). Ainda segundo os autores, a enzima possui pl entre 4,2-4,4 com
uma temperatura G6tima para hidrélise a 50°C. Em trabalho realizado por Carrao-
Panizzi, Simao e Kikuchi (2003) foi observado um aumento significativo de 13,5
vezes no teor de isoflavonas agliconas em grdos de soja com tratamento
hidrotérmico a 50°C por 12 h. Na presenca de uma menor temperatura € necessario
um maior tempo de exposi¢cao para a acado da enzima.

Observando os resultados apresentados para o Quark e Petit suisse na
Tabela 2, verifica-se que estas amostras apresentaram teores iniciais

significativamente maiores de isoflavonas agliconas em relacdo ao grédo e ESP.
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Entretanto somente o quark apresentou aumento progressivo e significativo (p<0,05)
com o armazenamento (Figura 8). Esse incremento inicial (1° dia) provavelmente foi
em consequéncia do processo de fermentacao (6 horas/43°C), bem como pela etapa
de dessoragem, uma vez que isoflavonas agliconas sdo menos sollveis em agua
qgue as formas glicosiladas, pois a glicose presente nas formas glicosiladas contribui
para aumentar sua solubilidade (LIU et al., 2003). Segundo Otieno, Ashton e Shah
(2005), produtos fermentados de soja tendem a possuir maiores teores de
isoflavonas agliconas, devido a presenca de microrganismos produtores da enzima
B-glicosidase. Donkor e Shah (2008) pesquisaram a hidrélise de isoflavonas em
ESF (extrato de soja fermentado) pela B-glicosidase produzida por Lactobacillus
acidophilus e Bifidobacterium lactis subsp. lactis e observaram que a atividade de [3-
glicosidase esta correlacionada a cada micro-organismo, sendo funcdo do
crescimento microbiano e do tempo de fermentacéo. Apos 6 horas de fermentacéo,
houve aumento significativo de 63 e 77% nos teores de isoflavonas agliconas, sendo
este aumento continuo até 36 horas a 37°C para o Lactobacillus acidophilus e 24
horas para a Bifidobacterium lactis.

Figura 8. Perfil cromatografico de isoflavonas por UPLC: Quark 1 dia (A), Quark 15 dias (B) e
Quark 30 dias (C). a:daidzina, b: genistina, ¢: Malonil-daidzina, d: malonil-genistina, e:genisteina,
f:daidzeina

Para esta pesquisa a fermentacdo do ESP foi conduzida com cultura
comercial mista, com Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium animalis subsp.
lactis, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus thermophilus a
43°C por 6 horas.
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As condigOes de produgao e armazenamento exerceram influéncia nos teores
de isoflavonas agliconas no quark e petit suisse. Inicialmente os teores de agliconas
no quark e petit suisse foram de aproximadamente 12% e 13% das isoflavonas totais
e apos 30 dias de armazenamento a 4°C aumentaram para 22% e 15% de
isoflavonas totais. O aumento no teor de isoflavonas agliconas no quark foi
significativo, enquanto que no petit suisse ndo. Provavelmente isto seja resultado
dos valores de pH (Tabela 4), uma vez que no caso do petit suisse o valor baixo de
pH pode ter prejudicado a transformacédo em agliconas, associado ao fato de as

amostras de petit suisse apresentarem a menor atividade da enzima B-glicosidase.

5.3 CoMPOSTOS FENOLICOS E CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

Na Tabela 3 observa-se que o ESP apresentou teores superiores de
compostos fendlicos totais, antocianinas totais e monomeéricas em relacdo a graos,
quark e petit suisse. O teor de compostos fendlicos totais do ESP foi 42%superior ao
ESP s/c, uma vez que as antocianinas e outros flavonoides estdo presentes na
casca.

Bolanho e Beléia (2011) pesquisaram compostos bioativos e atividade
antioxidante em derivados de soja. Para o grdo de soja BRS 267 o teor de
compostos fendlicos totais foi de 187,8 mg EAG/100g em base seca, sendo inferior
ao encontrado para a soja preta utilizada neste trabalho. Essa diferenca deve-se
principalmente pela presenca de antocianinas na casca da soja preta, aumentando
os niveis de fendlicos totais. Ainda segundo os autores, os valores observados para
ensaios in vitro de atividade antioxidante com DPPH e ABTS+ foram
respectivamente 4,0 e 7,1 umol trolox/g, valores inferiores ao observados para a soja
preta utilizada 5,33 e 10,93. Valores mais altos, provavelmente em consequéncia do
maior teor de fendlicos totais observados, o que conferiu uma maior atividade
antioxidante. Lin e Lai (2006), ao estudarem compostos bioativos em legumes e
produtos germinados encontraram elevados teores de fendlicos totais e flavonéides

para a soja preta em graos, valores superiores a variedade amarela.



Tabela 3. Fendlicos Totais, Antocianinas totais e monoméricas e atividade antioxidante (DPPH e ABTS™) com 1, 15 e 30 dias de
armazenamento a 4°C (base seca) para.

Amostras  Fendlicos Totais Antocianina Total (mg cianidina-3- Antocianina monomérica DPPH- (umol de ABTS-+ (umol de
(mg EAG/ 100g)* glicosideo/100 g) (mg cianidina-3- Trolox/q) Trolox/g)
glicosideo/100 g)
Grao 1 277,44°° + 4,08 60,41°+ 1,73 49,09° + 0,86 5,28°"9+ 0,11 10,90" + 0,08
Grao 15 277,70%° + 1,54 61,82°+ 3,05 50,95° + 4,07 5,31°'+ 0,18 11,00' + 0,05
Grao 30 280,78 + 7,34 61,21°+ 1,55 52,91°+ 1,11 5,40°"9 + 0,17 10,89" + 0,09
EASP 1 601,01% + 16,55 384,69% + 29,00 360,69% + 19,69 11,13+ 0,88 16,21° + 0,05
EASP 15 613,20% + 20,84 383,54 + 8,36 366,01% + 17,48 11,55° + 0,25 16,84° + 0,12
EASP 30 603,28 + 9,29 397,06 + 8,08 368,38 + 17,84 12,45% + 0,09 17,55 + 0,08
EASP S/C 1 259,06 + 8,07 - - 4,509 + 0,07 8,66 + 0,04
EASP S/C15 260,39 + 4,85 - - 4,70" + 0,07 9,09" + 0,08
EASP S/IC30  255,47°+ 1,50 - - 5,54%¢ + 0,08 9,60% + 0,09
Quark 1 284,83°+0,78 67,18°+ 1,12 58,40° + 3,79 5,62%°+ 0,14 10,94" + 0,05
Quark 15 285,89°+ 2,86 68,05° + 2,09 57,27°+ 2,43 5,83%¢+ 0,07 11,07+ 0,03
Quark 30 285,54° + 0,90 67,83°+ 4,27 60,70° + 6,29 6,22° + 0,05 11,33°+ 0,03
Petit 1 350,38° + 1,61 139,15° + 4,63 127,97° + 4,57 7,75°+ 0,35 13,06 + 0,03
Petit 15 349,69° + 1,62 139,02° + 9,40 127,85° + 9,11 7,89°+ 0,06 13,08° + 0,03
Petit 30 350,98° + 1,33 131,29° + 5,63 126,14° + 3,77 8,07°+ 0,06 13,13+ 0,07

Médias + desvio na mesma coluna, seguidas da mesma letra, ndo diferem entre si no nivel de 5% de significancia.

ESP: extrato aquoso de soja preta; ESP S/C: extrato aquoso de soja preta sem casca; Petit suisse: quark com 20% de polpa de amora.

*EAG: equivalente em &cido galico
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No trabalho de Bolanho e Beléia (2011), as amostras de extrato de soja
comercial em pod, apresentaram em média 209 mg EAG/100g base seca. Estes
valores assemelham-se aos valores encontrados para o ESP produzido sem casca,
sendo estaveis ao longo do armazenamento. Também encontraram valores médios
de atividade antioxidante para as amostras nos ensaios in vitro para DPPH e
ABTS+ respectivamente de 3,9 e 8,5 umol trolox/g, proximos aos apresentados na
Tabela 3 para o ESP s/c ao 1° dia, valores estes de 4,50 e 8,66 umol trolox/g
respectivamente.

Os valores para fendlicos totais apresentados para o quark nao diferiram
estatisticamente do grao de soja preta, enquanto que para petit suisse os valores
foram significativamente superiores no nivel de 5%, em virtude ao aumento no teor
de antocianinas e outros flavonoides pela adicdo da polpa de amora (Tabela 3). As
amostras de petit suisse permaneceram estaveis ao longo do armazenamento,
demonstrando maior atividade antioxidante para ambos os ensaios (DPPH' e
ABTS+), em relacdo ao grao, ESP S/C e Quark.

Segundo a Tabela 3, somente as amostras de grédo de soja preta e petit
suisse apresentaram resultados estaveis ao longo dos 30 dias de armazenamento
para os ensaios de atividade antioxidante com DPPH e ABTS+, ndo diferindo no
mesmo produto no nivel de 5%. Segundo a Tabela 2, estas amostras apresentaram
valores de isoflavonas agliconas que nédo diferiram entre o 1, 15 e 30 dias de
armazenamento. Dentre todas os tipos de amostras, o0 EASP apresentou a maior
atividade antioxidante in vitro por ambas metodologias, bem como maior teor de
fendlicos totais, sendo que, juntamente com o EASP S/C, apresentaram diferencas
significativas na atividade antioxidante ao longo do armazenamento. Este aumento
para os ensaios de DPPH e ABTS"™ é consequéncia do aumento nos teores de
isoflavonas agliconas (Tabela 2). Para a amostra de quark, ndo houve diferenca
significativa para o ensaio com DPPH" ao longo do armazenamento, entretanto para
0 ensaio com ABTS™ existiu diferenca significativa. Mesmo n&o existindo diferenca
significativa para o ensaio com DPPH', vale ressaltar que houve 0 aumento
progressivo para ambos os ensaios entre a amostra ao longo do armazenamento,
provavelmente com reflexo do aumento de isoflavonas agliconas. Em trabalho
publicado por Lee et al. (2005), os autores pesquisaram a atividade antioxidante das

isoflavonas agliconas e suas respectivas formas glicosiladas e malonil-glicosil.
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Segundo resultados obtidos pelos autores, as formas agliconas daidzeina e
genisteina apresentaram maior poder antioxidante para os ensaios com DPPH' e
FRAP, tendo a forma genisteina apresentado os maiores resultados, além disso, as
formas glicosiladas e malonil-glicosil apresentaram resultados similares para os
ensaios, sugere-se portanto que o aumento na atividade antioxidante para 0s
ensaios com DPPH e ABTS"™ observados neste trabalho sejam reflexo do aumento
do teor de isoflavonas agliconas.

Segundo Arora, Nair e Strasburg (1998), todas as formas de isoflavonas
possuem acdo antioxidante, variando amplamente segundo sua estrutura, tendo a
genisteina, com grupos hidroxila nas posi¢ées 5, 7 e 4 maior poder antioxidante.
Como observado na Tabela 2, houve aumento no teor de agliconas (daidzeina e
principalmente genisteina) com o armazenamento, refletindo-se na atividade
antioxidante (Tabela 3). Em trabalho realizado por Chaiyasut et al. (2010), os
autores avaliaram o efeito do tempo da fermentacédo por Aspergillus orizae sobre o
perfil de isoflavonas, visando uma maior atividade antioxidante. Segundo os autores,
houve um aumento significativo nos teores de isoflavonas agliconas (daidzeina e
genisteina) e reducdo das formas glicosiladas (daidzina e genistina), conforme
existia um maior tempo de exposicdo ao processo fermentativo e isto se refletiu na
atividade antioxidante por meio de ensaios com cation ABTS, tendo um aumento
progressivo nos valores obtidos para cada ensaio. Barbosa et al. (2006) avaliaram o
perfil de isoflavonas e quantidades de compostos fendlicos em diferentes produtos a
base de soja e sua influéncia na capacidade antioxidante e concluiram que a
capacidade antioxidante ndo esta apenas relacionada a quantidade de fendlicos

totais, mas também a quantidade e forma das isoflavonas presentes.
5.4 COLORACAO DOS PRODUTOS, PH E ACIDEZ TITULAVEL
O produto desenvolvido, obtido a partir de ESP foi fermentado com cultura

probidtica e ao final do processo adicionado de polpa de amora. Os resultados para

cor, pH e acidez das amostras encontram-se na Tabela 4.



Tabela 4.

armazenagem de extratos e produtos fermentados de soja preta a 4°C.

Valores para L*, a* b* pH
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e acidez com 1, 15 e 30 dias de

Amostra L* a* b* pH Acidez

EASPS/IC1  66,22°+0,34  2,48"+0,36 3,80°+0,32  6,82°+0,01 0,06" + 0,01
EASPS/C15 66,60 +0,73  2,27"+0,20 3,74°+0,21  6,80°+ 0,02 0,06" + 0,01
EASPS/C30  66,67°+0,61  2,67"+0,11 3,67°+0,20  6,78°+0,02 0,10"+ 0,01
EASP1 4437°+1,22  326°+0,18  -1,44°'+0,10 6,59°+0,01 0,09" + 0,01
EASP15 44,89°+0,43  3,46°+0,15 -1,23°+0,09 6,56° + 0,01 0,09" + 0,01
EASP30 4535°+0,47  3,539+0,11 -1,20°+0,15  6,56° + 0,01 0,10"+ 0,01
EASPF1 50,32° + 0,07 5,22' + 0,28 1,80°+0,26  4,59°+ 0,01 0,34% + 0,02
EASPF15 51,94°+0,21 554°'+0,14 1,61°°+0,12 4,48°+0,02 0,41'+ 0,01
EASPF30 52,98°+0,89  6,02°+0,13 1,09°+0,13  4,25"+0,01 0,53°+ 0,01
Quark1 21,71°*'+0,87 551°'+0,36 1,31°°"+0,07 4,39°+0,01 0,70+ 0,01
Quark15 22,52°+0,83 577"°+0,10 1,12°+0,12 4,35+ 0,00 0,71%° + 0,01
Quark30 23,08°+0,50 591°°+0,05 0,96°+0,09  4,31'+0,01 0,75°+ 0,01
Petit1 18,98° + 0,83 9,09%+ 0,64 -2,29°+0,20  4,12'+0,01 0,84° + 0,01
Petit15 19,47°+0,43  9,99°+0,13  -1,86"9+0,13 4,09 +0,01 0,86° + 0,02
Petit30 20,94'+0,86  10,44°+0,40 -1,13°+0,12  4,02+0,01 0,91°+ 0,01

Médias + desvio na mesma coluna, seguidas da mesma letra, ndo diferem entre si no nivel de 5% de significancia.
EASP: extrato aquoso de soja preta; EASP S/C: extrato aquoso de soja preta sem casca; EASPF: extrato aquoso de soja preta

fermentado; Petit suisse: quark com 20% de polpa de amora.

Observando a Tabela 4, verifica-se que os valores de pH nos diferentes
produtos apresentaram diferenca significativa. Para os ESP s/c e ESP, os valores
iniciais de pH, foram respectivamente 6,82 e 6,59, diferindo no nivel de 5%, néo
existindo diferenga significativa durante os 30 dias de armazenamento. Segundo
Vukosavljevic et al. (2006), antocianinas em solucdo apresentam carater levemente
acido, o que pode ser observado por estes valores encontrados para os extratos.
Entretanto, estes valores assemelham-se aos valores descritos Tashima e Cardello
(2003) e Adeleke, Adeniyi e Akinrinmis (2000) para extrato aquoso produzido com
soja amarela. Ja os produtos fermentados (ESPF, Quark e Petit suisse)
apresentaram reducdo de pH com o tempo de armazenamento em virtude do
acumulo de &cido latico. A etapa de dessoragem ESPF, influenciou na diminuicdo
do pH e aumento da acidez do quark, sendo que a adicdo da polpa de amora
aumentou da acidez no petit suisse.

Na avaliacdo da coloracdo das amostras para o parametro L*(0 = Preto e 100
= Branco), o ESP s/c apresentou os valores mais altos, ndo existindo diferenca
significativa durante o periodo de armazenamento, sendo esta amostra a mais clara.
Entretanto todos os grupos de amostras diferiram entre si, devido a diferencas
quimicas e estruturais, resultando na diminuicdo significativa da luminosidade.

Alimentos que contém antocianinas sofrem influéncia direta do valor de pH que



48

reflete em sua cor. Segundo Andersen (1998), esta mudanca na tonalidade deve-se
a presenca de grupos croméforos, sensiveis a alteracdes de pH. Em uma solucgéo,
as antocianinas podem apresentar diferentes formas estruturais em equilibrio de
acordo com o valor de pH, sendo estas: o cétion flavilium (vermelho), base anidra
quinoidal (azul), pseudo-base carbitol (incolor), e chalcona (incolor ou levemente
amarela) (HEREDIA et al., 1998). De acordo com Rein e Heinonen (2010), o
aumento de pigmentos ocasiona uma diminuicdo na luminosidade, fato que pode ser
observado quando comparados os valores de L* do ESP s/c e ESP, respectivamente
em média 66,5 + 0,24 e 44,87 + 0,49, existindo diferenca significativa entre as
amostras.

Na Figura 9 pode-se observar que ha uma relacéo direta entre o abaixamento
de pH e aumento do valor do componente a*, nas diferentes amostras durante o

armazenamento.

Figura 9. Grafico contendo os valores para o parametro a* (sistema CIELAB) em relagdo aos

valores de pH ao longo do armazenamento.
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O petit suisse apresentou valores crescentes e mais altos para 0 componente
a* (+ vermelho, — verde), diferindo estatisticamente (p<0,05) durante o periodo de
armazenamento. Este aumento deve-se a diminuicdo do pH ao longo do
armazenamento, bem como a concentracdo de antocianinas. Ao se comparar 0S

valores obtidos para o extrato aquoso antes a ap0s a fermentacéo, observou-se o
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aumento significativo para os valores de a* apos a fermentacéo devido a diminuigéo
no pH. Todas as amostras fermentadas apresentaram ao longo do armazenamento,
diferenca significativa entre o0 1° e 30° dia de armazenamento, uma vez que houve
gueda gradual no valor de pH. Em trabalho realizado por Hu et al (2010), os autores
pesquisaram e caracterizaram “natto” produzido com soja preta fermentado com
Bacillus natto, onde foi observada diferenca significativa para o parametro a* durante
o0 processo de fermentacdo, aumentando a vermelhiddo com o maior tempo de
exposicao ao processo de fermentacdo. Para o parametro b* (+ amarelo e — azul),
as amostras do extrato aquoso antes da fermentagdo apresentavam valores
negativos de b*, sendo assim mais azul, apresentando apés a fermentacdo valores
positivos para b*. Os valores negativos de b*, devem-se ao fato do valor de pH do
ESP se encontrar proximo a neutralidade (6,59). Segundo Marc¢o, Poppi e Scarminio
(2008), em valores de pH acima de 6, ocorre formagao de anidrobases ionizadas,
apresentando coloragao azul.

5.5 CAPACIDADE DE RETENGCAO DE AGUA E VISCOSIDADE

Na Tabela 5 estdo os valores de viscosidade e capacidade de retencdo de
agua (CRA) obtida para queijo tipo quark (sem polpa e acucar) e queijo tipo petit
suisse. Os valores da CRA e viscosidade nédo diferiram significativamente (p<0,05)

entre as amostras e tempos de armazenamento.

Tabela 5. Capacidade de retencdo de agua (CRA) e viscosidade (centipoise) de

queijos tipo quark e petit suisse com 1, 15 e 30 dias de armazenagem a 4°C.

Amostra CRA Viscosidade
Quark1l 43,70% 0,22 902,60° + 24,87
Quark15 44,252 + 031 904,34% £ 19,31
Quark30 44,012 +0,22 913,62% + 14,91
Petitl 44,36% + 0,24 898,14% + 9,39
Petitl5 43,99% + 0,26 902,99% + 17,00
Petit30 44,362 + 0,24 900,60° + 6,88

Médias + desvio na mesma coluna, seguidas da mesma letra, ndo diferem entre si no nivel de 5% de significancia.

Segundo Damodaran, Parkin, Fennema (2010), polimeros sollveis como as
proteinas auxiliam na viscosidade, existindo o aumento exponencial conforme a

concentragdo. Ambas as amostras ndo diferiram no teor de proteinas (Tabela 1),
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apresentaram valores similares para viscosidade (Tabela 5). Kovalenko e Briggs
(2002) trabalharam com gel de proteina de soja e relataram que a viscosidade foi
dependente da concentracdo de proteina. Ainda segundo Damodaran, Parkin,
Fennema (2010), proteinas apresentam uma boa capacidade de retencdo de agua.

Os valores obtidos com quark e petit suisse para as analises de capacidade
de retencdo de 4gua e viscosidade nao diferiram entre as amostras no nivel de 5%
de significancia, mantendo-se estaveis durante o periodo de armazenamento. Como
descrito na Tabela 4, ambas as amostras apresentaram valores de pH préximo a
4,0, o que resultou em valores similares para a capacidade de retencdo de agua.
Pednekar, Das, Sharma (2010), pesquisaram sobre as propriedades funcionais da
soja e observaram na curva de solubilidade das proteinas da soja uma menor
solubilidade em pH 4,0 devido ao ponto isoelétrico das proteinas.

A cultura utilizada para o processo de fermentacdo desenvolvida
especialmente para produtos de soja, continha Streptococcus thermophilus produtor
de exopolissacarideo (EPS). Segundo Rimada e Abraham (2006),
exopolissacarideos podem ser utilizados como aditivos em produtos, uma vez que
aumentam viscosidade. Sendo assim, bactérias produtoras de exopolissacarideos
também contribuem para o aumento da capacidade de retencdo de agua durante o
armazenamento do produto (JOLLY et al. 2002). Entretanto, a producao de EPS nao
foi determinada neste trabalho.

A CRA do quark e petit suisse foi de aproximadamente 44%, nos diferentes
tempos de armazenamento. Veiga et al. (2000) caracterizaram diferentes marcas de
petit suisse e observaram variacdo de 40 a 90% na CRA. Entretanto, estas marcas
comerciais apresentavam em sua composi¢ao. Sendo assim, 0 quark e petit suisse
desenvolvidos apresentam CRA compativel com produtos comerciais. A CRA e

estabilidade podem ser aumentadas com a adi¢do de hidrocoldides.
5.6 CONTAGEM DE MICRORGANISMOS PROBIOTICOS NO QUEIJO TIPO PETIT SUISSE
Conforme apresentado na Tabela 6, a contagem de bactérias laticas totais e

probioticas apresentaram diferencas significativas durante o armazenamento para

todos os tempos, existindo a tendéncia de decréscimo.
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Segundo Denkova e Krastanov (2012), extrato aquoso de soja fermentado
com Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium animalis, com ou sem a presenca
de Streptococcus thermophilus apresentam elevada contagem de células vidveis
(10™ - 10* UFCI/g) apresentando elevada contagem por aproximadamente 20 dias
de armazenamento sob-refrigeragéo. Para Awaisheh (2012), a redugao na contagem
destas bactérias podem ser por consequéncia da estocagem sob condi¢des acidas,
pois alguns probidticos sdo susceptiveis a inativacdo quando armazenados em baixo
pH (4,0). Para Lourens-Hatting e Viljoen (2001) a sobrevivéncia de bactérias
probidticas em produtos fermentados esta relacionada, dentre outros fatores, aos
valores de pH e temperatura. Lactobacillus acidophilus apresenta pH 6timo para
multiplicacdo entre 5,5 e 6,0, tendo elevada resisténcia ao armazenamento a
temperaturas de refrigeracdo. Como pode-se notar, para o Lactobacillus acidophilus,
durante o armazenamento a 4°C, ndo houve diferenca significativa durante os 15
primeiros dias, o que ndo ocorreu com a Bifidobacterium animalis, onde houve
reducao significativa para todos os tempos amostrais, o que pode ser explicado pelo
fato de as bifidobactérias serem microrganismos mais sensiveis, com pH 6timo entre
6,0 e 7,0, sendo menos tolerantes ao armazenamento refrigerado e sob condi¢des
mais acidas (GOMES; MALCATA, 1999; LOURES-HATTING; VILJOEN, 2001).

Tabela 6. Contagem microbiana de laticas totais, Lactobacillus acidophilus e
Bifidobacterium animalis subsp. lactis em Petit suisse com 1, 15 e 30 dias de

armazenamento refrigerado(4°C), valores expressos em log UFC g.

Amostra Laticas Totais* Lactobacillus Bifidobacterium animalis

acidophilus** subsp. lactis***

Petit 1 9,91% + 0,03 7,952 + 0,01 9,962 + 0,02
Petit 15 9,59 +0,05 7,812 +0,05 9,67 +0,04
Petit 30 8,96° + 0,06 7,59° +011 9,31° +0,05

Médias + desvio na mesma coluna, seguidas da mesma letra, ndo diferem entre si no nivel de 5% de significancia.
*MRS agar, aerobiose (37°C/72h)

*MRS + bile bovina 0,15% p/v, aerobiose (37°C/72h)

***MRS + LP (cloreto de litio 0,2% p/v + propionato de sodio 0,3% p/v), anaerobiose (37°C/72h)

Segundo a legislacdo vigente (BRASIL, 2007) um produto para ser
considerado probiético deve apresentar contagem de no minimo 10° UFC g™ ou 10°

UFC na porgédo durante a vida de prateleira. A cultura utilizada apresentava dois
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microrganismos com alegacdes de probioticos (Lactobacillus acidophilus e
Bifidobacterium animalis subsp, lactis). Ao longo dos dias, houve uma reducéo
significativa para ambos 0s microrganismos, entretanto os valores apresentados ao

final dos 30 dias de armazenamento permitem classificar o produto como probidtico.

5.7 ANALISE SENSORIAL DE QUEIJO TIPO PETIT SUISSE

Para a realizacdo dos testes sensoriais, previamente foram conduzidas
analises para seguranc¢a microbiolégica para posterior submisséo aos testes.

Para determinacdo da concentracao ideal de acUcar a ser utilizada no produto
em desenvolvimento, previamente foi realizado o teste sensorial Escala-do-ideal, o
qual 65% dos julgadores classificaram como 12% o ideal de dogura para o queijo
tipo petit suisse.

O teste de aceitacdo utilizando escala hedonica de 9 pontos contou com a
participacdo 65 julgadores, dos quais 15 eram homens e 50 mulheres, com idades
variando entre 20 e 50 anos. Dentre os julgadores, 92,3% afirmaram
gostar/consumir produtos fermentados e 61,5% afirmaram gostar/consumir produtos
de soja.

Na Tabela 7, encontram-se as médias e 0s desvios para cada parametro
sensorial analisado. O parametro sensorial cor obteve uma média de 7,8 tendo uma
alta aprovacao (Figura 10), onde aproximadamente 95% dos julgadores atribuiram

para este parametro notas entre 6 (gostei ligeiramente) a 9 (gostei extremamente).

Tabela 7. Aceitacdo sensorial de Petit suisse de soja preta.

Cor 7,8+1,2

Sabor 6,1+1,8
Textura 64+14
Aroma 6,1+15
Aceitacédo Global 7014

Médias + desvio

Para os parametros sabor e aroma, ambos obtiveram uma média de 6,1,
correspondendo na escala ao gostei ligeiramente. Segundo a Figura 10, ambos os
parametros obtiveram um moderado indice de rejeicdo e indiferenca, sendo

respectivamente 23% de notas entre 1 e 4 (rejeicdo) e 17% de nota 5 (indiferenca)
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para o sabor e 17% de rejeicdo e 21,5% de indiferenca para a aroma. A média
obtida para textura foi de 6,4 estando também dentro dos valores descritos para a

aceitacdo, com 17% de rejeicéo e 4,6% de indiferenca, com 78,4% de aprovacao.

Figura 10. Porcentagem de julgadores para aceitacdo de queijo tipo petit suisse por meio de teste
sensorial de aceitacdo com escala hedbnica estruturada em 9 pontos.
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Em trabalho realizado por Uliana, Venturini Filho e Uliana (2012), os autores
desenvolveram uma bebida mista de soja e amora, aplicando teste sensorial por
escala hedbnica estruturada em 9 pontos, obtendo notas em média para 0s
parametros sensoriais aroma, sabor e aceitacdo global respectivamente de 5,9, 6,33
e 6,52, valores semelhantes aos obtidos neste trabalho para o queijo tipo petit suisse
com polpa de amora. Yang e Li (2010) obtiveram resultados semelhantes ao
produzirem “iogurtes” probidticos produzidos com soja germinada, tendo em média
para o sabor a nota 6,00, textura 6,91 e aceitacao global 6,15.

Apesar do moderado indice de rejeicao e indiferenca obtido pelos parametros
sabor e aroma, 0 queijo tipo petit suisse conseguiu uma alta aprovacao para
aceitacao global, tendo aproximadamente 85% de notas entre 6 e 9, com uma média

global 7,00 (gostei regularmente).
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6. CONCLUSAO

Dentre as amostras, 0 extrato de soja preta apresentou 0s teores mais
elevados para fendlicos totais, consequentemente aumentando a capacidade
antioxidante, reforcando a importancia de se manter a casca durante o processo de
obtencdo do extrato soja preta. Além disso, houve um aumento na atividade
antioxidante durante o armazenamento em decorréncia do aumento nos teores de
isoflavonas agliconas, existindo mesmo a baixas temperaturas a conversdo de
isoflavonas pela enzima B-glicosidase, sendo necessario um maior tempo de
exposicao para sua acao. Os queijos tipo quark e petit suisse com polpa de amora
produzido a partir de extrato de soja preta apresentaram teores iniciais de
isoflavonas agliconas superiores ao extrato de soja em virtude do processo de
fermentacdo com cultura starter, bem como pela etapa de dessoragem que
contribuiu para sua concentracdo. Ambos 0s queijos apresentaram como
caracteristicas, sendo fonte de isoflavonas e antocianinas, demostrando atividade
antioxidante nos ensaios in vitro com DPPH e ABTS+, tendo o petit suisse um
aumento na resposta dos ensaios de antioxidante pelo maior teor de compostos
fendlicos pela adicdo da polpa de amora. Os niveis de contagem de micro-
organismos probiéticos foram superiores aos exigidos pela legislacao durante todo o
periodo de armazenamento, caracterizando-o como um alimento probiético, tendo
uma nota de 7,0 para a aceitacdo global. Posteriormente pode-se melhorar as

caracteristicas sensoriais, para se adequar ao mercado brasileiro.



55

REFERENCIAS BILBIOGRAFICAS

ADELEKE, O. E; ADENIYI, B. A; AKINRINMIS, A. A. Microbiological quality of local
soymilk: A public health appraisal. African Journal of Biomedical Research. v.3, p:
89 — 92, 2000.

ADOM, K. K; LIU, R. H. Antioxidant activity of grains. Journal of Agricultural and
Food Chemistry. v. 50, p.6182-6187, 2002.

ANDERSEN, O.M.; CABRITA, L.; FOSSEN, T. Colour and stability of pure
anthocyanins infuenced by pH including the alkaline region, Food Chemistry,
v.63,1998.

ARAUJO, J. M. A; CARLOS, J. C. S; SEDYAMA, C. S. Isoflavonas em gréos de
soja: importancia da atividade de B-glicosidase na formacao do sabor amargo e
adstringente. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, vol.17, n.2, pp. 137-141, 1997.

ARORA, A.; NAIR, M.G.; STRASBURG, G.M. Antioxidant activities of isoflavones
and their biological metabolites in a liposomal system. Archives of Bichemistry and
Biophysics, v. 356, n. 2, p. 133-141, 1998.

ANVISA: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. ANVISA: Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria. RDC n° 12 de 02 Janeiro de 2001. Disponivel em: <
http://www.anvisa.gov.br/legis/resol/2002/02_02rdc.htm>. Acesso em 14 de Junho
de 2012.

ANVISA: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. ANVISA: Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria. RDC n° 2 de 07 Janeiro de 2001. Disponivel em: <
http://www.anvisa.gov.br/legis/resol/2002/02_02rdc.htm>. Acesso em 14 de Junho
de 2012.

AWAISHEH, S. S. Probiotic Food Products Classes, Types, and Processing.
RIGOBELO, E. C. Probioctics. 1.ed. Rijeka: Intech, 2012. P. 551-580.

BARBOSA, A. C. L.; HASSIMOTTO, N. M. A.; LAJOLO, F. M.; GENOVESE, M. I.
Teores de isoflavonas e capacidade antioxidante da soja e produtos derivados.
Ciéncia e Tecnololgia de Alimentos. v.26, n.4, p. 921-926, 2006.

BARNES, S. Evolution of the health benefits of soy isoflavones. Proceedings Society
Experimental Biological Medicine, v. 217, n. 3, p. 386-392, 1998.

BAU, T. R. Desenvolvimento, caracteriza¢éo e estabilidade de produto de soja
fermentado com cultura de Kefir e adigéo de fibras. 2012, p.130. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2012.



56

BOLANHO, B.C; BELEIA, A. P. Bioactivity compounds and antioxidant potential of
soy products. Alimentos e Nutrigdo, v. 22, p. 539-546, 2011.

BEHRENS, J. H; DA SILVA, M. A. Z. P. Atitude do consumidor em relacédo a soja e
produtos derivados. Ciéncia Tecnologia de Alimentos, v.24, p. 431 — 439, 2004.

BEASLEY, S; TUORILA, H; SARIS, P. E. J. Fermented soymilk with a monoculture of
Lactococcus lactis. International Journal of Food Microbiology, v. 81, p. 159-162,
2003.

BENEDETTI, A.C. E. P.; FALCAO, D. P. Monitoramento da qualidade higiénico
sanitaria no processamento do leite de soja na Unisoja. Revista e Ciéncia de
Tecnologia em Alimentos, v. 23, p. 200-205, 2003.

BLAGDEN, D.; GILLILAND, S.E. Reduction of levels of volatile components
associated with the “beany” flavor in soymilk by Lactobacilli and Streptococci.
Journal of Food Science, v. 70, p. 186-189, 2005.

BOATTO, D. A; MESOMO, M. C; MADRONA, G. S; BRANCO, |.G; MATUMOTO-
PINTRO, P. T. Desenvolvimento e caracterizacdo de queijo tipo petit suisse de soja
comum e de soja livre de lipoxigenase, enriquecidos com calcio. Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, v. 30, p. 766-770, 2010.

BRANDAO, A. S. P; REZENDE, G. C; MARQUES, R. W.C. Crescimento agricola no
periodo 1999/2004: a explosao da soja e da pecuaria bovina e seu impacto sobre o
meio ambiente. Economia Aplicada. v.10, p. 249-266, 2006.

BRAND-WILLIAMS, W; CUVELIER, M. E; BERSET, C. Use of free radical method to
evaluate antioxidant activity. Lebensmittel-Wissenschaft Technologie, v.28, p.25-
30, 1995.

BRASIL. Ministério da saude. ANVISA: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.
Alimentos com alegacdes de propriedades funcionais e ou de saude, novos
alimentos/ingredientes, substancia bioativas e probioticos. Disponivel em: <
http://www.anvisa.gov.br/alimentos/comissoes/tecno.htm>. Acesso em 14 de Janeiro
de 2012.

CARRAO-PANIZZI, M.C.; BORDINGNON, J.R. Activity of beta-glucosidase and
levels of isoflavone glucosides in soybean cultivars affected by the environment.
Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v. 35. p. 873-876, 2000.

CARRAO-PANIZZI, M. C; SIMAO, A. S; KIKUCHI, A. Efeitos de gen6tipos,
ambientes e de tratamentos hidrotérmicos na concentragéo de isoflavonas agliconas
em graos de soja. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v. 38, n. 8, p. 897-902, 2003.

CARRAO-PANIZZI, M. C; BERHOW, M.; MANDARINO, J. M. G; OLIVEIRA, M. C. N.
Enviromental and genetic variation of isoflavones content of soybean seeds grown in
Brazil. Pesquisa Agropecuéria Brasileira, v. 44, n. 11, p. 1444-1451, 2009.



57

CARRAO-PANIZZI, M. C.; FAVONI, S. P. G.; KIKUCHI, A. Extraction time for
isoflavone determination. Brazilian Archives of Biology and Technology, v. 45,
n. 4, p. 515-518, 2002.

CALDEIRA, L. A; FERRAO, S. P. B; FERNADES, S. A. D; MAGNAVITA, A.P.S;
SANTOS, T. D. R. Desenvolvimento de bebida lactea sabor morango utilizando
diferentes niveis de iogurte e soro lacteo obtidos com leite de bufala. Ciéncia rural,
v. 40, p. 2193-2198, 2010.

CARVALHO, P. O.; CAMPOS, P. R. B.; NOFFS, M. D.; OLIVEIRA, J. G.; SHIMIZU,
M. T.; SILVA, D. M. Aplicacéo de lipases microbianas na obtencdo de concentrados
de &cidos graxos poliinsaturados. Quimica Nova, v. 26, p. 75-80, 2003.

COLLADO, M.C; MERILUOTO, J; SALMINEN, S. Adhesion and aggregation
properties of probiotic and pathogen strains. European Food Research and
Technology, v. 226, p. 1065-1073, 2008.

CORREA, C. R.; LI, L; ALDINI, G.; CARINI, M.; CHEN, O.; CHUN, H. K.; CHO, S.
M.; PARK, K, M.; RUSSEL, R, M.; BLUMBERG, J, B.; YEUM, K, J. Composition and
Stability of Phytochemicals in five varieties of black soybeans (Glycine max). Food
Chemistry, p. 1176-1184, 2010.

COWARD, L.; BRANES, N. C.; SETCHELL, K. D. R.; BARNES, S. Genistein, daizein
and their beta-glucosideconjugates: antitumor isoflavonas in soybean foods from
American and Asian diets. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v.41,
p.1961-1967, 1993.

CHEN, Y; LEE, S. L; CHOU, C. C. Fermentation with Aspergillus awemori enhanced
contents of amino nitrogen and total phenolics as well as low-density lipoprotein
oxidation inhibitory activity in black soybeans. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, v.59, p.3974-3979, 2011.

CHAIYASUT, C; KUMAR, T; TIPDUANGTA, P; RUNGSEEVIJITPRAPA, W.
Isoflavone content and antioxidant activity of Thai fermented soybean and its capsule
formulation. African Journal of Biotechnology, v. 9, p. 4120-4126, 2010.

DAMODARAN, S.; PARKIN, K.L; FENNEMA, O.R. Quimica de alimentos de
Fennema. Porto Alegre: Artmed, 4.ed, 2010.

DONKOR, O. N; SHAH, N. P. Production of B-Glucosidase and Hydrolysis of
isoflavone phytoestrogens by Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium lactis and
Lactobacillus casei in soymilk. Journal of Food Science, v. 73, p. 15-20, 2008.

DORNAS, W.C; OLIVEIRA, T.T; RODRIGUES-DAS-DORES, R.G; SANTOS, A.F;
NAGEM, T.J. Flavondides: potencial terapéutico no estresse oxidativo. Revista de
Ciéncias Farmacéuticas Basica e Aplicada. v. 28, p. 241- 249, 2007.

EMBRAPA: Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria - Embrapa Soja. Soja em
nameros (safra 2010/2011). Disponivel em



58

<http://www.cnpso.embrapa.br/index.php?cod_pai=2&op_page=294>. Acesso em 11
de Agosto de 2011.

EMBRAPA: Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — Embrapa Soja. Soja na
Alimentacéo. Disponivel em:
<http://www.cnpso.embrapa.br/soja_alimentacao/index.php?pagina=23#1>. Acesso
em 23 de Junho de 2011.

FAO/WHO. Evaluation of health and nutritional properties of probiotics in food
including powder milk with live lactic acid bacteria: report of a Joint FAO/WHO Expert
Consultation2001. Disponivel em:

<ftp://ftp.fao.org/es/esn/food/probioreport_en.pdf>. Acesso em 13 de Julho de 2011.

FICHER, M; KOFQOD, L. V; SCHOLS, H. A; PIERSMA, S. R; GRUPPEN, R;
VORAGEN, A. G. J. Enzymatic extractability of soybean meal proteins and
carbohydrates heat and humidity effects. Journal of Food Science, v. 40, p. 552-
556, 1975.

FUKUTAKE, M.; TAKAHASHI, H.; ISHIDA K.; KAWAMURA, H.; SIGIMURA T
WAKABAYASHI, K. Quantification of genistein and genistin in soybeans and
soybean products. Food and Chemical Toxicology. V.34, n.5, 457-461,1996.

FUKUSHIMA, D. Recent progress in research and technology on soybeans. Food
Science and Technology Research. v.7, p.08-16. 2001.

FULLER, R. Probiotics in man and animals. Journal of Applied Bacteriology, v. 66,
p. 365-378, 1989.

GIUSTI, M. M; WROLSTAD, R. E. Anthocyanins. Characterization and Measurement
with UV-Visible Spectroscopy. In: Wrolstad, R. E. (Ed.). Current Protocols in Food
Analytical Chemistry. New York: John Wiley & Sons, 2001.

GOES-FAVONI, S. P; BELEIA, A. P; CARRAO-PANIZZI, M. C; MANDARINO, J. M.
G. Isoflavonas em produtos comerciais de soja. Ciéncia Tecnologia de Alimentos,
v. 24, p. 582-586, 2004.

GOLBITZ, P.; JORDAN, J.. Soyfoods: Market and Products. In: RIAZ, Mian N. Soy
applications in food. Boca Raton: Taylor & Francis, p. 1-22, 2006.

GOMES, A.M.P.; MALCATA, F.X. Bifidobacterium spp. and Lactobacillus
acidophilus: biological, technological and therapeutical properties relevant for use as
probiotic, Food Science & Technology, v.10, p.139-157, 1999.

INSTITUTO ADOLFO LUTZ (IAL). Métodos fisico-quimicos para analise de
alimentos. 4 ed (12 ed. digital). Sdo Paulo, Instituto Adolfo Lutz, 2008. p. 1020.

HOU, J.W.; YU, R.C.; CHOU,C.C. Changes in some components of soymilk during
fermentation with bifidobacteria. Food Research Internacional, v.33, p. 393-397,
2000.



59

HEREDIA. F.J.; FRANCIA-ARICHA, E.M.; RIVAS-GONZALO, J.C; VICARIO, |. M;
SANTOS-BUELGA,C. Chromatic chaterization of anthocyanins from red grapes-I. PH
effect. Food Chemistry, v.63, 1998.

HU, Y; GE, C; YUAN, W; ZHU, R; ZHANG, W; DU, L; XUE, J. Characterization of
fermented black soybean natto inoculated with Bacillus natto during fermentation.
Journal of the Science of Food and Agriculture, v.90, p. 1194 — 1202, 2010.

HUNG, P. V; MAEDA, T; MIYATAKE, K; MORITA; N. Total phenolic compounds and
antioxidant capacity of wheat graded flours by polishing method. Food Research
International, v. 42, p. 185-190, 20009.

Instrucdo Normativa n° 53 de 29 de dezembro de 2000. Ministério da Agricultura e
Abastecimento. Disponivel em:<
http://www.cidasc.sc.gov.br/html/servico_animal/Inspecao%20Animal/ORIENTA%C7
%D5ES%20SOBRE%20ROTULAGEM/LEITE%20E%20DERIVADOS/IN%2053 00
RTIQ%20queijo%20petit%20suisse.pdf> Acesso em 06 Junho de 2011.

JENG, T. L.; SHIH, Y. J.; WU, M. T.; SUNG, J. M. Comparisons of flavonoids and
anti-oxidative activities in seed coat, embryonic axis and cotyledon of black
soybeans. Food Chemistry, v.123, p.1112 -1116, 2010.

JOLLY, L.; SEBASTIEN, J. F. V.; DUBOC, P.; NEESER, J.R. Exploiting
exopolysaccharides from lactic acid bacteria. Antonie Van Leeuwenhoek, v.82,
p.367-374,2002.

KIM, H. K; KIM, J. N; HAN, S. N; NAM, J. H; NA, H. N; HA, T. J. Black soybean
anthocyanins inhibit adipocyte differentiation in 3T3-L1 cells. Nutrition Research.
2012.

KOVALENKO, I.V.; BRIGGS, J. L. Textural characterization of soy-based yogurt by
the vane method. Journal of Texture Studies, v. 33, p. 105-118, 2002.

KUMURA, K;TANOUE, Y; TSUKAHARA, M; TANAKA, T; SHIMAZAKI, K.
Screening of dairy yeast strains for probiotic applications. Journal of Dairy Science,
v. 87, p. 4050-4056, 2004.

LAJOLO, F.M. Alimentos funcionais. Uma visao geral. In: De Angelis, R.C. A
importancia dos alimentos vegetais na protecdo da saude: fisiologia da
nutricdo protetora e preventiva de enfermidade degenerativa. 22 edicdo, Sao
Paulo: Editora Atheneu, 2005.

LEE, J. H; CHO, K. M. Changes occurring in compositional components of black
soybeans maintained at room temperature for different storage periods. Food
Chemistry. v.131, p.161-169, 2012.

LEE, C. H; YANG, L; XU, L. YEUNG, S. Y. V; HUANG, Y; CHEN, Z. Y. Relative
antioxidant activity of soybean isoflavonas and their glycosides. Food Chemistry, v.
90, p. 735-741, 2005.



60

LEE, J. H; KANG, N. S.; SHIN, S. O.; SHIN, S. H.; LIM, S. G.; SUH, D. Y.; BAEK,
I.Y.; PARK, K. Y.; HA, T. J. Characterisation of anthocyanins in the black soybean
(Glycine max L.) by HPLC-DAD-ESI/MS analysis. Food Chemistry, v.112, p.226-
231, 2009.

LEE, J.; DURST, R. W.; WROLSTAD, R. E. Determination of total monomeric
anthocyanin pigment content of fruit juices, beverages, natural colorants, and wines
by the pH differential method: Collaborative study. Journal AOAC International, v.
88, p. 1269-1278, 2005.

LERQY, F.; VUYST, L.D. Lactic acid bacteria as functional starter cultures for the
food fermentation industry, Food Science & Technology, v.15, p.67-78, 2004.

LIN, P.Y; LAI, H. M. Bioactive Compounds in Legumes and Their Germinated
Products. Journal of Food Science, v.54, p. 3807-3814, 2006.

LIU, K. Soybeans: chemistry, technology and utilization. ITP., 1997

LIU, M. C; AGUIAR, C. L; ALENCAR, S. M; SCAMPARINI, A. R. P; PARK, Y. K.
Isoflavonas em isolados e concentrados proteicos de soja. Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos, v.23, p. 206-212, 2003.

LIU, X; JIN, J; WANG, G; HERBERT, S.J. Soybean yield physiology and
development of high-yielding practices in Northeast China. Field Crops Research,
v.105, p.157-171, 2008.

LOURENS-HATTINGH, A.; VILJOEN, B.C. Yogurt as probiotic carrier
food. International Dairy Journal, v.11, p.1-17, 2001.

MAGEE, P. J; ROWLAND. R. Phyto-oestrogens, their mechanism of action: current
evidence for a role in breast and prostate cancer. British Journal of Nutrition, v.
91, p. 513-531, 2004.

MARCELINNI, P. S; CHAINHO, T. F; BOLINI, H. M. A. Docura ideal e analise de
aceitacdo de suco de abacaxi concentrado reconstituido adocado com diferentes
edulcorantes e sacarose. Alimentos e Nutri¢do, v.16, p.177-182, 2005.

MARCO, P. H; POPPI, R. J; SCARMINIO, I. S. Procedimentos analiticos para
identificacdo de antocianinas presentes em extratos naturais. Quimica Nova. v.31,
p.1218-1223, 2008.

MARUYAMA, L. Y; CARDARELLI, H. R; BURITI, F. C. A.; SAAD, S. M. |. Textura
instrumental de queijo petit suisse potencialmente probidtico: Influéncia de diferentes
combinacdes de gomas. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, v. 26, p. 386-393,
2006.

MATTILA-SANDHOLM, T; MYLLARINEN, P.; CRITTENDEN, R.; MOGENSEN, G.;
FONDEN, R.; SAARELA, M. Technological challenges for future probiotic foods.
International Dairy Journal, v.12, p.173-182, 2002.


http://www.sciencedirect.com/science/journal/03784290
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=PublicationURL&_tockey=%23TOC%235034%232008%23998949996%23676073%23FLA%23&_cdi=5034&_pubType=J&view=c&_auth=y&_acct=C000037199&_version=1&_urlVersion=0&_userid=686187&md5=84c2914a5053542262d212a6dc6b7f51

61

MATSUURA, M.; OBATA, A. B-glicosidases from soybeans hidrolyze daidzin and
genistin. Journal Food Science, v.58, p.144-147, 1993.

MESSINA, M. Overview of the health effects of soyfoods. In: RIAZ, Mian N. Soy
Applications in food, Boca Raton: Taylor & Francis, p. 23-38, 2006.

MORAES F. P; COLLA L. M. Alimentos Funcionais e Nutracéuticos: Defini¢des,
legislacéo e beneficios a saude. Revista Eletronica de Farmécia, v. 3, p. 99-112,
2006.

MORAES, R. M; HAJ-ISA, N.; M. A.; ALMEIDA, T. C. A.; MORETTI, R. H.; Efeito da
Desodorizacdo nas caracteristicas sensoriais de extratos hidrossoluveis de soja
obtidos por diferentes processos tecnologicos. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos,
v. 26, p. 46-51, 2006.

MUJOO, R; TRINH, D.T; NG, P.K.W. Characterization of storage proteins in different
soybean varieties and their relationship to tofu yield and texture. Food Chemistry,
v.82, p. 265-273, 2002.

OLIVEIRA, A. S. Desenvolvimento de inoculante para fermentacéo latica de
silagens: utilizacdo de residuos agroindustriais. Londrina: UEL, 1995. Tese
(Doutorado em Ciéncia de Alimentos) — Departamento de Tecnologia de Alimentos e
Medicamentos, Universidade Estadual de Londrina, 1995.

OTIENO, D.O., ASHTON, J.F., SHAH, N.P. Stability of B-glucosidase activity
produced by Bifidobacterium and Lactobacillus spp. in fermented soymilk during
processing and storage. Journal of Food Science, v.70, p.236-241, 2005.

OZER, B. H; BELL, A. E; GRANDISON, A. S; ROBINSON, R. K. Rheological
Properties of Concentrated Yogurt (labneh). Journal of Texture Studies, v. 29, p.
67-79. 1998.

PEDNEKAR, M.; DAS, A. K. V, R.; SHARMA, A. Radiation processing and functional
properties of soybean (Glycine max). Radiation Physics and Chemistry, v.79, p.
490-494, 2010.

PRUDENCIO, E. S.; BENEDET, H. D. Aproveitamento do soro de queijo na
obtencéo de extrato hidrossoluvel soja. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, v. 19,
p. 97-101, 1999.

QIN, Y; JIN, Xiao-nan; DONG, P. H. Comparison of Antioxidant Activities in Black
Soybean Preparations Fermented with Various Microorganisms. Agricultural
Sciences in China. v.9, p.1065-1071, 2010.

RIVERA-ESPINOZA, Y.; GALLARDO-NAVARRO, Y. Non-dairy probiotic products.
Food Microbiology, v.27, p.1-11, 2010.

REIN, M. J; HEINONEN, M. Stability and Enhancement of Berry Juice Color. Journal
of Agricultural and Food Chemistry, v. 52, p. 3106 — 3114, 2004.



62

REQUENA, T. PELAEZ, C. Revision: actividad antimicrobiana de bacterias laticas,
produccion de bacteriocinas. Revista Espafiola de Cienciay Tecnologia de
Alimentos, v. 31,p. 19-44, 1995.

RIMADA, P.S.; ABRAHAM, A.G. Kefiran improves rheological properties of glucono-
O-lactone induced skim milk gels. International Dairy Journal, v.16, p. 33-39, 2006.

ROBERFROID, M. B. Functional food concept and its application to prebiotics.
Digestive and Liver Disease, v. 34, p. 105-10, 2002.

ROBINSON, R.K. Therapeutic properties of fermented milks. New York: Elsevier,
186p, 1991.

ROSA, A. M.; CLAVISO, J.; PASSOS, L. M. L.; AGUIAR, C. L. Alimentos
fermentados a base de soja (Glycine Max (Merril) L.): importancia econdémica,
impacto na saude e efeitos associados as isoflavonas e seus agucares. Brazilian
Journal of Biosciences. v. 7, p. 454-462, 2009.

ROSSI, E. A; ROSIER, |; DAMASO, A. R; CARLOS, |. Z; VENDRAMINI, R. C;
ABDALLA, D. S. P. TALARICO, V. H; MINTO, D. F. Determinacgéao de isoflavonas
nas diversas etapas do processamento do “iogurte” de soja. Alimentos e Nutricao,
v. 15, p. 93-99, 2004.

ROSTAGNO, M.A.; ARAUJO, J.M.A.; SANDI,D. Supercriticcal fluid extraction of
isoflavones from soybean flour. Food Chemistry, v.78, p.111-117, 2002.

SAARELA, M.; MOGENSEN, G.; FONDEN, R.; MATTO, J.; & MATTILA-
SANDHOLM, T. Probiotic bacteria: safety, functional and technological properties.
Journal of Biotechnology, v. 84, p. 197-215, 2000.

SANCHES-GONZALES, |; JIMENEZ-ESCRIG, A; SAURA-CALIXTO, F. In vitro
antioxidant activity of coffee brewed using different procedures (Italian, Expresso and
Filter). Food Chemistry, v.90, p.133-139, 2005.

SCALABRINI, P., ROSSI, M., SPETTOLI, P.; MATTEUZZI, D. Characterization of
Bifidobacterium strains for use in soymilk fermentation. International Journal of
Food Microbiology, v. 39, p. 213-219, 1998.

SETCHELL, K. D. Phytoestrogens: The biochemistry, physiology, and implications for
human health of soy isoflavones. American Journal Clinical of Nutrition, v.134,
p.1333-1343, 1998.

SILVA, M. M.; SANTOS, M. R.; CAROCO, G.; ROCHA, R.; JUSTINO, G.; MIRA L.
Structure-antioxidant activity relationships of flavonoids: a re-examination. Free
Radical Research, v.36, p.1219-1227, 2002.

SILVA, C. E; CARRAO-PANIZZI, M. C.; MANDARINO, J. M. G.; LEITE, R. S.;
MONACO, A. P. A. Teores de isoflavonas em gréos inteiros e nos componentes dos


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Santos%20MR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Caro%C3%A7o%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rocha%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Justino%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mira%20L%22%5BAuthor%5D

63

graos de diferentes cultivares de soja (Glycine max (L.) Merrill). Brazilian Journal of
Food Technology, v. 15, p. 150-156, 2012.

STRINGHETA, P. C.; BOBBIO, P. A. Copigmentagao de antocianinas.
Biotecnologia Ciéncia & Desenvolvimento, v.14, p.34-37, 2000.

STIPP, E. J. Efeito de aditivos sobre a fermentacéo latica desenvolvida por
Lactobacillus acidophilus. Trabalho de concluséo de curso (TCC), Universidade
Estadual de Londrina, 1996.

SWAIN, T.; HILLS, W.G. The phenolic constituents of Prunus domestica. Journal
of the Science of Food and Agriculture, v.10 , p.63-69, 1959.

TAKAHASHI, R; OHMORI, R; KRYOSE, C; MOMIYAMA, Y; OHSUZU, F; KONDO,
K. Antioxidant activities of Black and yellow soybeans against Low Density
Lipoprotein Oxidation. Journal of Agricultural and Food Chemistry. v.53, p.4578-
4582, 2005.

TASHIMA, E. H.; CARDELLO, H. M. A. B. Perfil sensorial de extrato hidrossoltuvel de
soja (Glicina Max L. Merril) comercial adogado com sacarose e com sucralose.
Boletim CEPPA, v. 21, p. 409-428, 2003.

TAY, S.L; XU, G.Q.; PERERA, C.O. Aggregation profile of 11S, 7S and 2S
coagulated with GDL, Food Chemistry, v.91, n. 3, p. 457-462, 2005.

ULIANA, M. R; VENTURINI FILHO, W. G; ULIANA, L. R. Nota Cientifica: Teste de
aceitacao de bebida mista de soja e amora. Brazilian Journal of Food Technology,
v. 15, p. 174-181, 2012.

VARAVALLO, M. A.; THOME, J. N.; TESHIMA, E. Aplicac&o de Bactérias probioticas
para profilaxia e tratamento de doencas gastrointestinais. Semina: Ciéncias
Bioldgicas e da Saude, v.29, p. 83-104, 2008.

VEIGA, P.G.; CUNHA, R. L; VIOTTO, W.H; PETENATE, A. J. Caracterizacao
quimica, reoldgica e aceitacdo sensorial do queijo petit suisse brasileiro. Ciéncia e
Tecnologia dos Alimentos, v.20, p. 349-357, 2000.

VEIGA, P.G.; VIOTTO, W.H. Fabricacédo de queijo petit suisse por ultrafiltracdo de
Leite coagulado. Efeito do tratamento térmico do leite no desempenho da
membrana. Ciéncia e Tecnologia dos Alimentos, v.21, p. 267-272, 2001.

Vinderola, C.G.; Reinheimer, J. A. Culture media for the enumeration of
Bifidobacterium bifidum and Lactobacillus acidophilus in the presence of yoghurt
bacteria. International Dairy Journal, v.9, p. 497-505, 1999.

Vinderola, C.G.; Reinheimer, J. A. Enumeration of Lactobacillus casei in the
presence of L. acidophilus, bifidobacteria and lactic starter bacteria in fermented
dairy products. International Dairy Journal, v.10, p. 271-275, 2000.


http://www.sciencedirect.com/science/journal/03088146
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=PublicationURL&_tockey=%23TOC%235037%232005%23999089996%23548784%23FLA%23&_cdi=5037&_pubType=J&view=c&_auth=y&_acct=C000037199&_version=1&_urlVersion=0&_userid=686187&md5=7c5d9f17d78811f8ed506c9775b8537f

64

VUKOSAVLJEVIC, P; BUKVIC, B; JANKOVIC, M; PETROVIC, T; STEVANOVIC, S.
Change of juice color during raspberry processing in fruit juice and fruit concentrate.
Journal of Agricultural Science, v. 51, p. 99-115, 2006.

WANG, H. J; MURPHY, P.A. Mass balance study of isoflavones during soybean
processing. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 44, p. 2377- 2383,
1996.

WANG, Y.C.; YU, R.C.; YANG, H.Y.; CHOU, C.C. Sugar and acid contents in soymilk
fermented with lactic acid bacteria alone or simultaneously with bifidobacteria. Food
Microbiology, v.20, p.333-338, 2003.

YANG, M; LI, L. Physicochemical, Textural and Sensory Characteristics of
Probiotic Soy Yogurt Prepared from Germinated Soybean. Food
Technology and Biotechnology. v.48, p. 490-496, 2010.

YOSHIARA, L. Y.; MADEIRA, T. B.; DELAROZA, F.; SILVA, J. B.; IDA, E. I.
Optimization of soy isoflavone extraction with diferente solvents using simplex-
centroid mixture design. International Journal of Food Sciences and Nutrition. v.
63, p. 978-986, 2012.

XU, B; CHANG, S. K. C. Antioxidant capacity of seed coat, dehulled Bean and whole
black soybeans in relation to their distributions of total phenolics, phenolics acids,
anthocyanins and isoflavonas. Journal of Agricultural and Food Chemistry. v.58,
p. 8365-8373, 2008.


http://www.ftb.com.hr/
http://www.ftb.com.hr/

Anexo 1

TJ[' Universidade
=1 Esiadual de Londrina

COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS
Universidade Estadual de Londrina

Registro CONEP 268
Parecer CEP/UEL: 266/2011
CAAE: 0242.0.268.000-11
Processo: 27238/2011
Folha de Rosto: 461495
Pesquisador(a): Sandra Garcia
Unidade/Org3o: Programa de Mestrado em Ciéncia de Alimentos - DCTA /CCA

Prezado(a) Senhor(a):

O “Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da
Universidade Estadual de Londrina” (Registro CONEP 268) — de acordo com as
orientacdes da Resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude/MS e Resolugdes
Complementares, avaliou o projeto:

“Desenvolvimento de petit suisse probiético a base de extrato hidrossolivel de
soja preta”

Situac&o do Projeto: APROVADO

Informamos que devera ser comunicada, por escrito, qualquer modificagdo que ocorra
no desenvolvimento da pesquisa, bem como devera apresentar ao CEP/UEL relatério
final da pesquisa.

Londrina, 03 de Qutubro de 2011.

~— - A
Profa. Dra. Alexandrina Aparecida Maciel Cardelli
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos
Universidade Estadual de Londrina

Campus Universitdrio: Rodovia Celso Garcia Cid (PR 445), Km 380 - Fone (43) 3371-4000 - PABX - Fax 3328-4440 - Caixa Postal 6001 - CEP 86051-990 - Intemet htp://www.uel.br
LONDRINA - PARANA - BRASIL

65




66

ANEXO 2 - Termo de consentimento livre e esclarecido na forma de convite para os

provadores do produto fermentado de soja preta no teste de escala-do-ideal.

“DESENVOLVIMENTO DE QUEIJO TIPO PETIT SUISSE PROBIOTICO A BASE DE EXTRATO
AQUOSO DE SOJA PRETA”

Prezado(a) Senhor(a):

Gostariamos de convida-lo a participar da pesquisa “DESENVOLVIMENTO DE
QUEIJO TIPO PETIT SUISSE PROBIOTICO A BASE DE EXTRATO HIDROSSOLUVEL DE
SOJA PRETA”, realizada no Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos/UEL,
Londrina/PR. O objetivo da pesquisa € desenvolver um produto fermentado a base de soja
PRETA, utilizando cultura probiotica (Lactobacillus acidophilus e Bifdobacterium animalis
subsp. lactis). A sua participacdo € muito importante, e ir4 requerer cerca de 15 minutos.
Vocé participard como provador e ird consumir produtos fermentados de soja preta
formulados, sendo solicitado a dar sua opinido sobre a intensidade de docgura, dentre os
produtos apresentados. Sera realizada uma sessado e vocé podera fazé-la no horario que
tiver maior disponibilidade. Gostariamos de esclarecer que sua participacdo € 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
informagfes serdo utilizadas somente para os fins desta pesquisa e seréo tratadas com o
mais absoluto sigilo e confidencialidade, de modo a preservar a sua identidade. O produto
apresentado possui efeitos benéficos como a diminuicdo no tempo de transito intestinal e
auxilio na prevencdo de doencas crbnicas e a sua ingestdo ndo traz riscos a saude,
entretanto,raramente, podem ocorrer desconfortos abdominais como dores, flatuléncia ou
transito intestinal aumentado, que deverdo cessar algumas horas apds a interrupcdo do
consumo do produto. Informamos que o senhor ndo pagara e nem sera remunerado por sua
participagdo. Caso vocé tenha duvidas ou necessite de maiores esclarecimentos pode nos
contactar (Prof? Sandra Garcia, DCTA/UEL, sgarcia@uel.br, (43) 3371- 4080), ou procurar o

Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de
Londrina, na Avenida Robert Kock, n° 60, ou no telefone 3371 — 2490. Este termo devera ser
preenchido em duas vias de igual teor, sendo uma delas, devidamente preenchida e

assinada entregue a vocé.

Londrina, de de 2012.

Pesquisador Responsavel
Sandra Garcia
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Marsilvio Lima de Moraes Filho
Aluno de mestrado

Eu, , tendo sido devidamente esclarecido
sobre os procedimentos da pesquisa, concordo em participar voluntariamente da pesquisa
descrita acima.

Assinatura :

Data:
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ANEXO 3 - Termo de consentimento livre e esclarecido na forma de convite para os

provadores do produto fermentado de soja preta na andlise de aceitacao.

“DESENVOLVIMENTO DE PETIT SUISSE PROBIOTICO A BASE DE EXTRATO AQUOSO DE
SOJA PRETA”

Prezado(a) Senhor(a):

Gostariamos de convida-lo a participar da pesquisa “DESENVOLVIMENTO DE
QUEIJO TIPO PETIT SUISSE PROBIOTICO A BASE DE EXTRATO HIDROSSOLUVEL DE
SOJA PRETA”, realizada no Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos/UEL,
Londrina/PR. O objetivo da pesquisa é desenvolver um produto fermentado a base de soja
PRETA, utilizando cultura probiotica (Lactobacillus acidophilus e Bifdobacterium animalis
subsp. lactis). A sua participacdo € muito importante, e ird requerer cerca de 15 minutos.
Vocé participard como provador e ird consumir produtos fermentados de soja preta
formulado, sendo solicitado a dar sua opinido sobre as caracteristicas do produto (cor,
aroma, sabor,etc),infformando o quanto vocé gostou de cada atributo. Sera realizada uma
sessdo e vocé podera fazé-la no horario que tiver maior disponibilidade. Gostariamos de
esclarecer que sua participagdo € totalmente voluntaria, podendo vocé: recusar-se a
participar, ou mesmo desistir a qualquer momento sem que isto acarrete qualquer 6énus ou
prejuizo a sua pessoa. Informamos ainda que as informagfes serdo utilizadas somente para
os fins desta pesquisa e serao tratadas com o mais absoluto sigilo e confidencialidade, de
modo a preservar a sua identidade. O produto apresentado possui efeitos benéficos como a
diminuicdo no tempo de transito intestinal e auxilio na prevengédo de doencas cronicas e 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 apés o do consumo do produto. Informamos que o senhor ndo pagara e nem
sera remunerado por sua participacdo. Caso vocé tenha dividas ou necessite de maiores

esclarecimentos pode nos contactar (Prof2 Sandra Garcia, DCTA/UEL, sgarcia@uel.br, (43)

3371- 4080), ou procurar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da
Universidade Estadual de Londrina, na Avenida Robert Kock, n°® 60, ou no telefone 3371 —
2490. Este termo deverd ser preenchido em duas vias de igual teor, sendo uma delas,

devidamente preenchida e assinada entregue a voceé.

Londrina, de de 2012.

Pesquisador Responsavel
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Sandra Garcia

Marsilvio Lima de Moraes Filho
Aluno de mestrado

Eu, , tendo sido devidamente esclarecido
sobre os procedimentos da pesquisa, concordo em participar voluntariamente da pesquisa
descrita acima.

Assinatura :

Data:




