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1-RESUMO

A irradiagdo € uma técnica de conservagdo ainda pouco aceita para
alimentos e bebidas no Brasil, devido a grande parte da populacdo desconhecer seus
mecanismos de acdo. Dessa forma, o objetivo desse estudo foi avaliar os aspectos fisico-
quimico, bioquimico, microbiologico e sensorial de bebida mista de extrato hidrossolavel
de soja (EHS) e suco de uva, submetida a radiagdo gama. Neste estudo, foram realizados
quatro experimentos, visando selecionar o melhor cultivar de soja (BRS-213, BRS-258 ¢
EMBRAPA-48) em relagdo as caracteristicas bioativas apds a aplicacdo de diferentes
doses de radiagdo gama (experimento 1). No segundo experimento, selecionou-se o
método mais apropriado de producdo do EHS a partir de duas formas de extragdo;
determinou-se também a dose de radiagdo adequada para se aplicar ao EHS (etapa 1) e ao
suco de uva (etapa 2), no experimento 3. No experimento 4 foi determinada a temperatura
ideal de armazenamento e a adi¢do ou ndo do conservante acido benzoico em bebida mista
de EHS e suco de uva. Para o experimento 1, realizou-se analises bioquimicas, sendo que
nos demais, foram realizadas andlises fisico-quimicas, bioquimicas, microbiologicas e
sensoriais. No experimento 4, realizou-se também o teste de vida de prateleira. A partir dos
resultados submetidos a estatistica descritiva e inferencial (testes paramétricos - t e
ANOVA; ¢ testes ndo paramétricos -Kruskall-Wallis e Friedmann) constatou-se que a
elevacdo da dose de radiagdo gama aumentou o teor dos compostos fendlicos para os
cultivares de soja BRS-213 e BRS-258, bem como a atividade da enzima superdxido
dismutase no cultivar BRS-213 (experimento 1). O EHS extraido a frio apresentou maior

teor de proteina, lipidios e compostos fenolicos que o EHS extraido a quente. Por outro



lado, a segunda extracao apresentou melhores resultados na analise sensorial (experimento
2). No experimento 3 o EHS (etapa 1) submetido a 8 kGy apresentou menor teor de
proteina e de compostos fendlicos. O EHS e o suco de uva (etapa 2) submetidos a 8 kGy
demonstraram varia¢do na cor e reducdo das notas do atributo sabor quando comparados
aos demais tratamentos. A partir da dose de 2 kGy eliminou-se os bolores e leveduras do
suco de uva. A bebida mista refrigerada e com adicao de acido benzoico apresentou maior
vida de prateleira (9 meses). Concluiu-se que a dose de 4 kGy associada a refrigeracdo e ao
conservante foi indicada para bebida mista de EHS com suco de uva, preservando suas

caracteristicas fitossanitarias, fisico-quimicas, bioquimicas e sensoriais.

Palavra-chave: analise sensorial, bioquimica, processamento de alimentos, microbiologia,

soja, vida de prateleira e qualidade.
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2-SUMMARY

The gamma irradiation is a conservation technique still not
accepted for food and beverages in Brazil, due to much of the population ignore their
mechanisms of action. Thus, the aim of this study was to evaluate the physic-chemical,
biochemical, microbiological and sensory aspect of mixed beverage of soybean
hydrosoluble extract and grape juice, submitted to gamma radiation. In this study, four
experiments were conducted in order to select the best soybean cultivar regarding the
bioactive characteristics (BRS-213, BRS 258 and EMBRAPA-48) after application of
different doses of gamma radiation (experiment 1). In the second experiment, we selected
the most appropriate method of producing soybean soybean hydrosoluble extract (EHS)
from two forms of extraction. Also determined the adequate dosage of radiation to be
applied to the EHS (step 1) and grape juice (step 2), in experiment 3. And the experiment 4
was determined the ideal storage temperature and with or without addition of the
preservative benzoic acid in the mixed beverage of EHS and grape juice. For the
experiment 1 was performed biochemical analyzes, and in the other were conducted in
physical-chemical, biochemical, microbiological and sensory analiyses. In experiment 4, it
was also carried shelf life test. When results submitted to descriptive and inferential
statistics (tests parametric- t and ANOVA, and nonparametric tests -Kruskall-Wallis and
Friedman) it was found that the elevation of gamma radiation dose increased the content of
phenolic compounds for the soybean cultivars BRS-213 and BRS-258 and SOD activity in
cultivar BRS-213 (experiment 1). The EHS cold extraction has a higher protein, lipid and
phenolic compounds content that the EHS hot extraction. On the other hand, the second

extraction showed better results in sensory analysis (experiment 2). In experiment 3 EHS



(step 1) submitted to 8 kGy showed lower protein and phenolic compounds content. The
EHS and grape juice (step 2) submitted to 8 kGy showed variation in color and reduction
of notes of flavor attribute when compared to other treatments. From the dose of 2 kGy
eliminates molds and yeast of grape juice. The refrigerated mixed beverage and with the
addition of benzoic acid had longer shelf life (9 months). It was concluded that the dose of
4 kGy associated with refrigeration and preservative was nominated for mixed beverage of
EHS with grape juice, preserving their phytosanitary characteristics, physical-chemical,

biochemical and sensory..

Keyword: sensory analysis, biochemistry, food processing, microbiology, soybeans, shelf

life and quality.



3-INTRODUCAO

A bebida mista de extrato de soja e suco de fruta ¢ considerada
funcional, pois a soja e os frutos apresentam compostos bioativos e nutrientes essenciais
para manuten¢ao da saude humana (BRASIL, 1999). Porém, os sabores descritos como
amargo, adstringente e rancoso, resultantes pela presenga de diversos compostos organicos
e principalmente pela acdo das isoenzimas lipoxigenases (enzima oxidativa presente nos
vegetais) limitam o consumo da soja e seus derivados (SILVA; CARRAO-PANIZZI;
PRUDENCIO, 2009).

As lipoxigenases causam reacdes de oxidacdo de lipideos, que
estdo entre as mais frequentes em alimentos, sendo uma das principais causas de alteragao
organoléptica, e reducdo do valor nutricional, decorrentes da modificacdo de outras
moléculas (ARAUJO, 2004). Entretanto, ao utilizar elevadas temperaturas no
processamento da soja, a lipoxigenase ¢ desnaturada e os componentes antinutricionais
inativados (DE BARROS et al., 2014). Além disso, faz-se como alternativa vidvel o uso de
cultivares de soja com auséncia de lipoxigenase, os quais passaram por melhoramento
genético através de cruzamento natural de espécies da leguminosa (EMBRAPA, 2015).

Bebidas a base de soja sdo frequentemente descritas pelo 'sabor de
feijdo cru' (beany flavor) e por apresentarem sensagdo palatdvel de farinacea. Tais
condi¢des indicam a necessidade de adequar a sua formulagao, a fim de melhorar o sabor e
as caracteristicas de textura da bebida, contribuindo com o aumento ainda mais do
consumo da soja e seus derivados (POTTER et al., 2007).

A industria procura por oportunidades de mercado e tende a

diversificar seus produtos, preparando novos alimentos, reforcando os atributos sensoriais,



nutricionais e funcionais (SAKHALE; PAWAR; RANVEER, 2012). A respeito disso, o
setor de bebidas nao alcoolicas tem desenvolvido rapidamente novas apresentacdes de
bebidas a base de frutas e legumes. As bebidas mistas estdo atualmente alcancando
popularidade em todo o mundo (ANDRES; TENORIO; VILLANUEVA, 2015).

Bebidas mistas de extrato de soja e suco de fruta constituem um
dos setores da industria alimentar com maior crescimento mundial e seu consumo tem
experimentado enorme aumento nos ultimos anos (SLOAN, 2005). Essa aceitabilidade esta
associada as caracteristicas sensoriais desejaveis das frutas que mascaram o sabor e aroma
caracteristicos da soja, além dos consumidores apresentarem maior interesse por alimentos
que agregam beneficios a saude (ROSSI, 2003; TORREZAN et al., 2004).

As bebidas a base de soja e suco de fruta apresentam quantidades
significativas de nutrientes, fito-quimicos e vitaminas (CILLA ef al., 2012). Dessa forma, o
seu consumo representa uma contribui¢do saudavel para a nutricdo humana. Portanto, a
qualidade organoléptica juntamente com os componentes bioativos e os beneficios de
hidratacdo dessa bebida caracterizam-na como uma interessante op¢do de escolha
especialmente para a dieta infantil e de idosos (ANDRES; TENORIO; VILLANUEVA,
2015).

Acgucares, acidos organicos € minerais sao largamente distribuidos
em frutas e vegetais e constituem os principais solidos soluveis em suco de fruta. Estes
compostos interferem na docura, textura ou estabilidade microbiologica das bebidas
(HUANG; RASCO; CAVINATO, 2009). Alguns destes componentes também podem ser
incorporados como aditivos. A quantidade e a composicao de agucares e adcidos organicos
desempenham um papel decisivo nas propriedades sensoriais e na aceitabilidade de
bebidas (KELEBEK; SELLI, 2011)

Tratamentos térmicos sdo os métodos mais utilizados para estender
o prazo de validade das bebidas, eliminando os microrganismos ¢ inativando enzimas, no
entanto, o calor provoca perdas irreversiveis dos componentes nutricionais, alteragcdes
indesejaveis nas propriedades fisico-quimicas, € nos compostos antioxidantes (PLAZA et
al., 2006). Dessa maneira, pode-se destacar a vantagem de empregar as tecnologias nao
térmicas, as quais sao essenciais para a obtengao de produtos alimentares com pouca perda
nutricional (MORALES-DE LA PENA et al, 2010a). A radiacdo ionizante quando
administrada na dose adequada para determinado alimento ou bebida, interfere

minimamente nas caracteristicas sensoriais ¢ nutricionais (LIMA FILHO et al., 2012).



Com a evolugdo dos processos tecnoldgicos de conservagdao de
alimentos, observou-se ha mais de meio século, que a radiagio gama com *“’Co ou com
P7Cs ou mesmo os feixes de elétrons acelerados sdo capazes de inibir a proliferagdo de
microrganismos muitas vezes patogénicos que podem causar sérias doencas a populacao
(KAFERSTEIN, 1993; ZHONG et al., 2005). Além de inibir microrganismos, a radiagdo
gama pode interagir com algumas moléculas presentes nos alimentos. Dentre os varios
relatos abordando radiacdo, De Barros et al.(2014) detectaram redugdo de até 70% da
enzima lipoxigenase em grao de soja submetido a 10 kGy, e Naresh et al. (2014) obtiveram
aumento da capacidade antioxidante ao elevar a dose de radiagdo gama em suco de manga.

Os fatores descritos anteriormente indicam que além de sugerir
uma bebida funcional, palativel e energética (frutas e extrato de soja) para dieta da
populacdo, ¢ possivel utilizar um método alternativo de conservacgdo (irradiacdo gama),
propondo induzir o aumento da validade do produto. Entretanto, faz-se necessario
conhecer qual o dose de radiagdo gama mais adequada para a bebida mista sem que haja
alteracOes das caracteristicas nutricionais e organolépticas da bebida. Dessa forma, o
objetivo desse estudo foi produzir e avaliar as caracteristicas nutricionais, bioquimicas,
microbioldgicas e sensoriais de bebida mista de extrato hidrossoluvel de soja e suco de

uva, submetida a diferentes doses de radiagdao gama.



4-REVISAO DE LITERATURA

4.1- Soja: origem e historico

O cultivo da soja permaneceu restrito apenas aos paises orientais
por séculos, sendo usado na preparagdo de grande variedade de alimentos frescos,
fermentados e secos (MORAIS; SILVA, 1996). Apenas apos a chegada dos primeiros
navios europeus no final do século XV e inicio do século XVI, ¢ que foi trazida para o
Ocidente (COODETEC, 2008).

No Brasil, a soja comegou a ser cultivada provavelmente em 1882.
Com a chegada dos primeiros imigrantes japoneses ao Brasil em 1908, a cultura foi
introduzida no Estado de Sao Paulo e em 1914 no Rio Grande do Sul, mas o seu plantio
apenas expandiu-se rapidamente no final dos anos 60 (SOUZA et al., 2000).

Os principais modos de utilizagdo da soja foram inicialmente
adubacdo verde e, mais tarde, fonte de 6leo comestivel, ragdo animal e matéria-prima da

industria de alimentos, cosméticos, medicamentos ¢ tintas (FEDERIZZI, 2008).

4.2- Botanica
A soja, Glycine max (L.) Merril, é pertencente a divisdo
Spermatophyta, subdivisdo Angiospermae, classe Dicotyledoneae, ordem Rosales, familia
Leguminoseae (Fabaceae) que inclui, aproximadamente 600 géneros e 13000 espécies. A
familia Leguminoseae ¢ constituida de trés sub-familias: Mimosoideae, Caesalpinoideae e
Faboideae (Papilionoideae). A sub-familia Faboideae, ¢ a maior delas, com cerca de 400
géneros amplamente distribuidos, dentre eles estdo o Glycine (soja), Phaseolus (feijdo),

Pisum (ervilha), Arachis (amendoim), Lens (lentilha), entre outros (JOLY, 2002).



4.3- Mercado

A producao de soja no mundo foi de 312,6 milhdes de toneladas na
safra 2014/2015. Os maiores produtores mundiais dessa cultura sao os Estados Unidos, o
Brasil e a Argentina, com producdo de 107,70; 96,24 e 55,0 milhdes de toneladas,
respectivamente (SEAB, 2015).

A América do Sul confirma sua importancia no mercado mundial
de soja, com cerca de 50% da produgdo mundial no periodo 2014/2015. Segundo os
nimeros mais recentes, Brasil, Argentina e Paraguai estimam producdo em torno de 157
milhdes de toneladas (SEAB, 2015).

As exportagdes brasileiras de soja chegaram na safra (2014/15) a
48 milhdes de toneladas. Os maiores paises importadores de soja brasileira sdo China
(72%), Espanha (5%), Holanda (4%), Tailandia (3%) e Estados Unidos (2%) (SEAB,
2015). Destacando-se a China com importacdo em torno de 32 milhdes de toneladas de
soja brasileira (CONAB, 2015).

No Brasil, na safra 2013/14, a cultura ocupou uma area de 30,17
milhdes de hectares, 0 que totalizou uma produtividade de 2,85 T ha™' e produgio de 86,27
milhdes de toneladas. A estimativa em dezembro de 2015 de produtividade para a safra
2014/2015 ¢ de 2,99 T ha™, ocupando uma 4rea de 32,09 milhdes de hectares. A regido
centro-oeste se destaca com maior producdo de soja no Brasil (43,97 milhdes de
toneladas), sendo o Mato Grosso o estado mais representativo, com 28,02 milhdes de

toneladas (CONAB, 2015).

4.4- Composic¢do quimica

A soja ¢ considerada alimento de alto valor nutritivo e de grande
importancia na alimentacdo humana, constituindo excelente fonte de acido graxo
polinsaturado e proteina, além de conter compostos fendlicos (especialmente as
isoflavonas), tocoferol, carotenoides, vitaminas e minerais( WHENT et al., 2011)

Os graos de soja possuem acidos graxos polinsaturados e
compostos fitoquimicos como isoflavonas, saponinas, fitatos, além de fosfolipidios,
antioxidantes, fibras, dentre outros. Também é uma fonte de minerais, como o cobre,

zinco, ferro, fosforo, potassio, magnésio, manganés e vitaminas do complexo B

(EMBRAPA, 2007a).
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Sua importancia econdmica e nutricional ¢ devida ao elevado teor
de lipidios e proteinas que sdo responsaveis por cerca de 60% do peso seco da soja, sendo
o restante composto por carboidratos, cinzas, fibras soluveis e insoluveis (ESTEVES et al.,
2010). Segundo Silva et al. (2006) a composicdo quimica de 100 gramas de soja
apresentou 451,6 (Kcal g) de caloria, 40,4 g de proteina, 24,55 g de lipidios, 17,26 g de
carboidratos, 9,31 g de fibras totais ¢ 2,88 g cinzas. Ja em De Barros ef al. (2014), dentre
as cultivares de soja analisadas (BRS-213, BRS-258 e EMBRAPA-48), a BRS-213
apresentou 35,1 g de proteina, 21,6 g de lipidios, 22,7 de carboidratos, 16,0 g de fibras e
4,7 de cinzas. Demonstrando que a composic¢ao centesimal da cultivar analisada por Silva
et al. (2006) apresentou porcentagens diferentes dos parametros avaliados na cultivar
analisada por De Barros (2014).

Embora a soja apresente riqueza dos componentes nutricionais e
bioativos, no Brasil e em alguns paises ocidentais, o consumo humano de produtos
derivados da soja ¢ limitado pela presenga dos compostos fitoquimico (acido fitico,
saponinas, beta-glicosidases, isoflavonas, etc), e da lipoxigenase, enzima capaz de catalisar
reacdes sobre os acidos graxos polinsaturados, metabolizando substincias com sabor e
aroma desagradaveis. Por outro lado, ja foram desenvolvidas novas cultivares livres de
lipoxigenase, cujo objetivo foi melhorar o sabor e superar problemas de oxidacao,

mantendo estaveis os acidos graxos (ESTEVES et al., 2010).

4.5- Fatores nutricionais e antinutricionais

No Brasil, o Ministério da Satude publicou a Resolugdo n° 18, de 30
de abril de 1999, definindo que os alimentos funcionais sdo aqueles consumidos como
parte da dieta usual, que produzem efeitos metabdlicos ou fisioldgicos e/ou capacidade de
reduzir o risco a doencas, além de possuirem fung¢des nutricionais basicas (BRASIL,
1999).

A ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) fornece
uma lista de produtos que promovem beneficios a satde. Trata-se de substancias com
propriedades funcionais, sendo novos alimentos ou ingredientes, substincias bioativas e

probidticos. A lista faz referéncia a proteina de soja, constando a seguinte frase: “o

consumo diario de no minimo 25 g pode ajudar a reduzir o colesterol” (BRASIL, 2008).
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A soja ¢ considerada alimento funcional porque, além de fung¢des
nutricionais bdsicas, produz efeitos benéficos a satde. Tal caracteristica ¢ atribuida
principalmente a presenca de proteina e dos fitoquimicos (isoflavonas, tocoferol,
fitoesterois), compostos com elevado potencial antioxidante, responsaveis por evitar a
formacgao das espécies reativas de oxigénio (ROS). Sendo estudada como alimento capaz
de reduzir o risco de cancer de mama e prostata, osteoporose, doengas cardiovasculares e
sintomas da pos-menopausa, além da reducdo da concentragdo sérica de colesterol e
triglicerideos (DIXIT et al., 2010).

As fibras da soja exercem importante papel na regulagdo dos niveis
de glicose no sangue, pois retarda a sua absorcdo, auxiliando no controle de diabetes,
principalmente do tipo II. Estudos indicam que os fitormodnios, conhecidos como
isoflavonas ou isoflavonoides, atuam como antioxidantes, reduzindo o nivel de colesterol
ruim (LDL) no sangue e, consequentemente, influenciando na redugdo de doengas
cardiovasculares (WONG et al., 2008). Além disso, as isoflavonas podem exercer também
atividade hormonal, equilibrando a quantidade do hormonio estr6geno no organismo
feminino, amenizando os sintomas da menopausa, tais como insdnia, sudorese, ondas de
calor, ansiedade, perda de massa 6ssea, dentre outros (GUERREIRO, 2006).

Embora esteja presente em grande quantidade, a qualidade da
proteina da soja ndo se iguala totalmente a qualidade das proteinas animais, como as
carnes, ovos, leite e derivados (LOPES, 2003), sendo deficiente apenas em relacdo aos
aminoacidos sulfurados — metionina e cistina, devendo ser complementada com outras
fontes proteicas vegetais, como o arroz, o milho e o trigo (EMBRAPA, 2015b).

Os fatores antinutricionais conhecidos na soja sdo: inibidores de
proteases que atuam como anti-enzima, inibindo a enzima digestiva tripsina e
quimotripsina, aumentando a necessidade de minerais (em parte devido a agdo quelante do
fitato) e vitaminas; hemaglutinina que promove aglutinagao dos globulos vermelhos do
sangue; fator bocigénico que ¢ responsavel pela hipertrofia da glandula tiredide; saponinas
que sdo responsaveis pela ruptura de eritrécitos; fitatos que podem reduzir a
biodisponibilidade e absorcdo de ions metalicos importantes para a fisiologia (ou
metabolismo) humana, além de comprometer a absor¢ao proteica; estaquinose e rafinose
sdo oligossacarideos ndo metabolizados pelo homem (DIXIT et al., 2011; TASHIMA;
CARDELLO, 2003).
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4.6- Extrato hidrossoltvel de soja (EHS)

A legislacdo (Resolugdo CNNPA n. 14, de 28 de junho de 1978)
define o EHS “Leite de Soja” como sendo o produto obtido a partir da emulsdo aquosa
resultante da hidratagdo dos grdos de soja, convenientemente limpos, seguido de
processamento tecnologico adequado, adicionado ou nao de ingredientes opcionais
permitidos, podendo ser submetido a desidratagdo, total ou parcial (BRASIL, 1978; GIRI;
MANGARAJ, 2012).

Atualmente, os principais métodos de produgdo do EHS sdo:
moagem a frio (tradicional), moagem a quente, branqueamento dos graos de soja com
moagem a quente e o método canadense, que realiza a trituragdo com auséncia de oxigénio.
E para garantir a inibicdo dos componentes antinutricionais € a manuten¢do da qualidade
organoléptica e nutricional do EHS, utiliza-se em conjunto aos métodos de produgdo
algumas tecnologias, tais como: utilizacdo de campo elétrico pulsado, membrana de
separacao, ultrassom, processamento por alta pressao (high-pressure) e homogeneizacao
por elevada pressao (ultra high-pressure) (GIRI; MANGARAJ, 2012).

A Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria
(BRASIL, 2005b) estabelece a partir da resolugdo RDC n° 268, de 22 de setembro de 2005,
que o EHS deve apresentar um méaximo e minimo de proteina (N x 6,25) de 41,50% e
3,00%, respectivamente.

O EHS ¢ uma bebida que se assemelha ao leite de vaca quanto a
cor, textura, ¢ ao valor nutritivo (BOATTO et al., 2010), com excecdo de algumas
substancias e ao teor de calcio (CASE et al., 2005). E uma bebida de baixo custo, e de facil
obtencdo, dessa forma representa uma importante alternativa para a alimenta¢do das
populagdes desnutridas (GUERREIRO, 2006). E bebida alternativa aos portadores de
intolerancia a lactose. Constitui boa fonte protéica, podendo ser utilizado na prevengao e
corre¢do da desnutricao infantil (MAIA; ROSSI; CARVALHO, 2006).

A partir do langamento, em 1997, de bebidas a base de soja no
mercado brasileiro, observou-se consumo crescente deste tipo de produto. Nos ultimos
anos, as substancias a base de soja em geral e particularmente o EHS tém despertado o
interesse da populacdo pelo seu consumo, devido principalmente as suas propriedades
nutricionais. O produto industrializado pode ser encontrado no Brasil na forma original
(sem aromatiza¢do), aromatizado com diferentes sabores e, ainda, adocado com sacarose

ou edulcorantes como a sucralose (TASHIMA; CARDELLO, 2003; GUERREIRO, 2006).
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A bebida mista de soja e sucos de frutas merece destaque em
funcdo da ampla variedade ofertada. A mistura de EHS com sucos de frutas tem obtido
otimo resultado em termos de aceitagdo pelos consumidores (VALIM et al., 2003), pois o
suco de fruta e o extrato de soja agregam a bebida mista caracteristicas sensoriais
desejaveis das frutas com as propriedades funcionais da soja e do fruto (MORALES-DE
LA PENA et al., 2010b). O consumo da bebida mista continua em expansio, indicando
possiveis mudangas na atitude dos consumidores em relagdo aos produtos (BEHRENS;
SILVA, 2004).

Apesar da crescente oferta de sabores diferenciados, as bebidas
mistas disponiveis no mercado nacional fornecem quantidade de proteina de soja
relativamente baixa (de 0,6 a 1,4%). Caracteristica associada as dificuldades tecnoldgicas
de produc¢do, pois quando se trabalha com percentuais proteicos mais elevados, a bebida
torna-se menos homogénea, pela floculagdo proteica, agregando aspectos sensoriais
negativos (RODRIGUES, 2008).

A crescente busca da populagdo por alimentos sauddveis
impulsiona as pesquisas visando o desenvolvimento de novas tecnologias capazes de
contribuir ou manter o valor nutricional do alimento, sem acarretar perdas na qualidade
sensorial, além de um produto seguro ao consumidor € com a minima geragao de residuos

danosos ao meio ambiente. (COMARELLA et al, 2012).

4.7- Frutos

O Brasil ¢ o terceiro maior produtor mundial de frutas, com uma
producdo em torno de 40 milhdes de toneladas ao ano, participando com apenas 2% do
comércio mundial do setor, o que demonstra o forte consumo interno. Nas op¢des de oferta
ao mercado externo estdo mais de 20 espécies, encaminhadas a mais de 50 paises.
(ANUARIO BRASILEIRO DE FRUTICULTURA, 2014). Uma das alternativas mais
promissoras para o aproveitamento da fruta é a producdo de sucos (LOPEZ, 2004) e
utilizd-lo como ingrediente em sorvetes, iogurtes, alimentos infantis, etc. (PRATI et al.,
2005)

Frutos e vegetais frescos cresceram em popularidade comparados
aos produtos industrializados (MERMELSTEIN, 2001; KORHONEN, 2002), tal fato ¢

explicado por atribuirem aos compostos bioativos (vitaminas E e C, carotenodides e
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polifenois) a capacidade de protegerem o organismo dos efeitos nocivos dos radicais livres,

reduzindo o risco de doengas como o cancer (SERAFINI, 2001).

4.8- Suco de uva

As variedades de Vitis labrusca L. e seus hibridos constituem a
base da produc¢do de vinhos de mesa e de suco de uva no Brasil e representam mais de 85%
do volume de uvas industrializadas no pais (CAMARGO et. al., 2005).

Entre as frutas, a uva ¢ uma das que apresentam maiores fontes de
compostos fenolicos. Os principais fenolicos presentes na uva sdo os flavonoides
(antocianinas, flavanois e flavonois), os estilbenos (resveratrol), os acidos fenolicos
(derivados dos acidos cindmicos e benzoicos) e taninos (FRANCIS, 2000). O resveratrol
tem atividade antioxidante através da inibicdo da atividade dioxigenase da lipoxigenase
(SEFORA SOUSA; DE ANGELIS PEREIRA, 2013).

A composicao quimica dos sucos de uvas pode variar em fun¢do da
cultivar, variedade, clima, solo, entre outros fatores. Mas geralmente contém quantidades
aprecidveis de agucar (glicose e frutose), acidos (tartarico, malico e citrico), minerais
(potassio, sddio e calcio), vitaminas (A, B6 e C) e polifendis (RIZZON; LINK, 2006).

O suco de uva, dependendo do processo de obtencdao, pode ser
classificado como suco de uva concentrado, reprocessado ou reconstituido, desidratado,
integral e adogado. O suco integral ¢ obtido da uva por meio de processos tecnoldgicos
adequados, sem a adig¢@o de acucares e na sua constituicdo natural (BRASIL, 2010).

O suco de uva deve apresentar em sua composi¢do teor minimo de
solidos soluveis de 14 °Brix, acidez total minima de 0,41g 100 mL T agucares totais
naturais um maximo de 20,0 g 100 mL "' (BRASIL, 2000; 2010), apresentando equilibrio
entre solidos soluveis, acidez titulavel e alto teor de matéria corante (GUERRA;
TONIETTO, 2003).

Segundo o regulamento técnico para fixagdo dos padroes de
identidade e qualidade de suco de uva (Instru¢do Normativa N° 1, de 07 de janeiro de
2000) sao fixados maximos ¢ minimos de alguns componentes presentes no suco integral
de uva, apresentando um limite de variacdo do teor de soélidos soluveis (°Brix), da
densidade, da acidez total e volatil, expressa em gramas de 4cido tartarico (g 100 mL ™),
dos solidos insoluveis (%), dos agtcares totais (%) ¢ do “Ratio ”, razao dos so6lidos soluveis

com a acidez total, (BRASIL, 2010) (Tabela 1).
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Tabela 1. Limites da composicao fisico-quimica de suco integral de uva, estabelecidos pela

legislacao™.
Analises o Suco integral de uya_
Maximo Minimo
Densidade (20/20 °C) - 1,057
Solidos soluveis (°Brix) - 14
Acidez total (g de 4c. Tartarico 100 mL ) 0,9 0,41
Acidez volatil (g de 4c. acético 100 mL ™) 0,050 -
“Ratio” 45 15
Soélidos insoluveis (%) 5 -
Aclcares totais (g 100 mL ™) 20

(BRASIL, 2000; 2010). * A legislacdo trata-se da instru¢do Normativa N° 1, de 07 de
janeiro de 2000 e da Portaria n® 259, de 31 de maio de 2010

O suco de uva ¢ uma fonte representativa de compostos fenolicos e
os muitos estudos demonstraram que o seu consumo esta associado a varios beneficios a
saude dos consumidores. Dessa forma, hd uma preocupacdo com os determinados
tratamentos que a uva e o mosto sdo submetidos durante a produgdo do suco, os quais
podem interferir na quantidade destes compostos. Os principais tratamentos sao: método de
extragdo, tempo de contato entre o suco e as partes solidas da uva (casca e sementes),
prensagem, tratamentos térmicos, enzimaticos, adi¢do de dioxido de enxofre e acido
tartarico (LIMA et al., 2015).

Rizzon e Link (2006), Borges et al. (2011) e Bresolin et al. (2013),
Dutra et al. (2014) utilizaram o método de arraste a vapor para produzir suco de uva.
Técnica que ja vem sendo utilizada hd muitos anos desde que se derivou do método Welch
considerado o primeiro processo de extracao através do calor (variando entre 60 a 90 °C),
desenvolvido em 1869 por Thomas Welch (MARZAROTTO, 2010). A extragdo a quente
contribui para uma maior concentracao de fenolicos, inativagdo de enzimas e estabilidade
microbioldgica no suco (RIZZON; LINK, 2006). Entretanto, o uso de altas temperaturas
durante a extracdo, pasteurizagdo e estocagem pode acarretar perdas na quantidade de
compostos fendlicos, principalmente devido a degradacdo de antocianinas (MALACRIDA;

MOTTA, 2006).

Durante o armazenamento podem ocorrer mudangas no aroma, cor
e sabor do suco devido a redug¢do na concentragdo de antocianinas monoméricas €

formacao de pigmentos poliméricos. As reagdes responsaveis por essas transformagdes
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incluem, frequentemente, a condensacdo direta entre antocianinas e flavonois e a
polimerizacao das proprias antocianinas (MALACRIDA; MOTTA, 2005; WROLSTAD;
DURST; LEE, 2005).

4.9- Aditivos

Atualmente, existe uma diversidade de aditivos disponiveis no
mercado. O Decreto n° 50.040 dispde normas técnicas para o uso de aditivos quimicos.
Assim, consideram-se aditivos para alimentos (corantes, flavorizantes, antioxidantes,
espumiferos, umectantes, estabilizantes, edulcorantes, conservador, antiumectante,
acidulante e espessante) as substancias ou misturas de substancias, dotadas ou nao de poder
alimenticio, acrescentadas aos alimentos com a finalidade de lhes conferir ou intensificar o
aroma, a cor, o sabor ou modificar seu aspecto fisico geral ou ainda prevenir alteragdes
indesejaveis (BRASIL, 1961).

O limite de uso dos aditivos, segundo as Boas Praticas de
Fabricacdo, ¢ denominado "quantum satis", ou seja, deve-se utilizar a quantidade suficiente
para obter o efeito desejado, sem afetar a identidade e genuinidade do alimento, seu uso
nao pode resultar em praticas enganosas e a fun¢do deve condizer ao alimento em questio.
Entretanto, estdo estabelecidos em regulamentos técnicos especificos, alguns aditivos que
podem ser usados dentro de limites maximos para cada alimento, (BRASIL, 1999a). O
aditivo alimentar ¢ qualquer ingrediente adicionado aos alimentos intencionalmente, sem o
proposito de nutrir, com o objetivo de modificar as caracteristicas fisicas, quimicas,
biologicas ou sensoriais do alimento, sem prejudicar o seu valor nutricional (VELOSO,
2009).

A ANVISA aprovou o regulamento técnico (RDC n° 25, de 15 de
fevereiro de 2005) para o uso dos aditivos alimentares em bebidas ndo alcoolica a base de
soja ou alimentos com soja liquidos, estabelecendo suas fungdes e limites maximos.
Podendo-se adicionar a essas bebidas acidulantes, antiespumante, antioxidante,
aromatizante, conservador, corante, espessante, estabilizante, espumante, realgador de
sabor, regulador de acidez, umectante e sequestrante (BRASIL, 2005c¢);

Os aditivos estdo sendo amplamente pesquisados, por estarem
presentes em inimeros alimentos processados, sdo associados a desencadear doengas como
o cancer de mama, ovario, estdbmago, esofago, codlon e reto, do aparelho respiratorio,

diabetes, neoplasias, déficit de atencdo com hiperatividade; hipersensibilidade alimentar,
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entre outras (POLONIO; PERES, 2009). Dessa forma, a melhor alternativa ¢ a substitui¢io
dos aditivos sintéticos pelos naturais, que ainda agregam caracteristicas funcionais aos
alimentos. Alguns aditivos naturais como o tocoferol e o &cido ascoérbico ja sdo
amplamente utilizados pelas industrias de alimentos, outros sdo considerados prébidticos,
tais como frutooligossacarideos, inulina, goma acacia (arabica), dentre outros
(SCHIAVAO-SOUZA et al., 2007).

Os estabilizantes mantém as propriedades fisicas dos alimentos,
mantendo a homogeneidade dos produtos e impedindo a separacdo dos diferentes
ingredientes que compdem sua foérmula, e ainda aumentando a viscosidade. Diversos
materiais poliméricos podem ser utilizados como estabilizantes/espessantes e sua origem
pode ser vegetal ou microbiana. Entre os polissacarideos, estdo o amido, a pectina, a
carragenana, os alginatos, caboximetilcelulose, a goma xantana, gelana, guar e ardbica
(TONELI; MURR; PARK, 2005). A goma arabica (acacia) também ¢ muito empregada
como estabilizante e emulsificante na industria alimenticia e, além disso, é considerada
fibra soluvel, apresenta grande influéncia na absorcdo de nutrientes, e estd associada a
reducdo das concentragdes séricas de colesterol e triacilglicerdis (MELO et al., 2008).

A Carboximentilcelulose (CMC), a goma guar ¢ arabica
apresentam propriedade espessante, estabilizante e emulsificante. A CMC ¢ indicada para
bebidas 4cidas em fung¢do da sua estabilidade a pH acido (CALEGUER; BENASSI, 2007).
A goma acacia e guar dissolvem-se em solugdes frias e quentes. A mistura de
polissacarideos na formulacdo de alimentos pode resultar em interacdes sinérgicas
desejaveis, levando a propriedades reologicas melhoradas, sugerindo maior qualidade dos
produtos (TONELI; MURR; PARK, 2005).

Os mecanismos funcionais dos antioxidantes tém sido amplamente
estudados. Os antioxidantes primarios sdo compostos fendlicos que promovem a remogao
ou inativagdo dos radicais livres formados durante a iniciagdo ou propagacdo da reacao,
através da doacdo de atomos de hidrogénio a estas moléculas, interrompendo a reagdo em
cadeia (RAMALHO; JORGE, 2006).

Os antioxidantes podem evitar a oxidagdo enzimatica, decorrentes
pela acdo das enzimas lipoxigenases que atuam sobre os acidos graxos poliinsaturados,
catalisando a adi¢do de oxigénio a cadeia hidrocarbonada polinsaturada. O resultado ¢ a
formagao de peroxidos e hidroperoxidos com duplas ligagdes conjugadas que podem

envolver-se em diferentes reagdes degradativas (MOREIRA; MANCINI-FILHO, 2004).
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4.10- Conservacéo e Irradiacéao

Os métodos mais utilizados para aumentar a vida util dos alimentos
sdo a conservacao pelo calor, pelo frio, por controle de umidade, por adicao de solutos, por
defumagdo, por fermentagdo, por aditivos quimicos e por radiacio (EVANGELISTA,
2000).

Os métodos de conservagdo de alimentos pelo calor (pasteurizagao,
esterilizagcdo, branqueamento e apertizacdo) sdo capazes de inibir ou desnaturar enzimas
indesejaveis e eliminar microrganismos (FARO; ARDITO; BORGO, 2002). Entretanto,
temperaturas baixas que ndo interferem na qualidade nutricional e organoléptica dos
alimentos, apenas destroem alguns grupos de microrganismos, como os psicrofilos e
mesofilos ndo esporulados, ndo eliminando os termofilos e formas esporuladas
(EVANGELISTA, 2000). Dessa forma, a conservagdo pelo calor, muitas vezes, pode ser
combinada com outros métodos de conservagdo (POTTER; HOTCHKISS, 1995).

A irradiagdo, dependendo da dose utilizada, ¢ um processo fisico
comparavel a pasteurizacdo ou esterilizacdo, onde o alimento embalado ou ndo, ¢
submetido a um dos trés tipos de energia ionizante: raios gama, raios X ou feixe de
elétrons. Em 1983, a Comissdao do Codex Alimentarius concluiu que alimentos irradiados
com dose abaixo de 10 kGy ndo apresentavam risco toxicologico posterior aos resultados
de vérios experimentos. Além disso, organizagdes internacionais como o Fundo das
Nagdes Unidas para a Agricultura e Alimentagdo (FAO) e a Organizagdo Mundial da
Satde (OMS) avaliaram vérias destas pesquisas e concluiram que a irradiacao de alimentos
é segura e benéfica IRRADIACAO DOS ALIMENTOS, 2011).

A ANVISA (Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitaria) aprovou,
mediante a RDC n. 21 de 26 de janeiro de 2001 o regulamento técnico para irradiacdo de
alimentos, estabelecendo que qualquer alimento pode ser tratado por radiagdo desde que a
dose minima absorvida seja suficiente para atender a finalidade pretendida e a dose
maxima absorvida seja inferior aquela que comprometeria as propriedades funcionais e ou
os atributos sensoriais do alimento, ndo sendo estipulado valor numérico méaximo para a
dose permitida (BRASIL, 2001a).

A aplicacdo da técnica de irradiagdo em alimentos ¢ utilizada para
estender a vida util e evitar problemas fitossanitarios em produtos consumidos in natura ou
processados, inibindo brotacdes, matando insetos e microrganismos (GROLICHOVA;

DVORAK; MUSILOVA, 2004).
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A dose de radiagao gama, aplicada aos alimentos, pode ser dividida
em radurizagao (0,05 a 1,0 kGy), radicidagao ou radiopasteurizagao (1,0 a 10,0 kGy) e
radapertizacdo ou esterilizagdo comercial (10,0 a 70,0 kGy) (JAY, LOESSNER, GOLDEN
2005; FELLOWS, 2006). Na radurizacgdo, as doses utilizadas sdo baixas, cuja finalidade ¢
inibir brotamentos (batata, cebola, alho, etc), retardar o periodo de amadurecimento das
frutas, deterioragdo fungica em frutas e hortalicas, e de controlar infestagdo por insetos e
acaros em cereais, farinhas, frutas, etc. Na radicidagdo, as doses sdao intermediarias, sua
funcdo ¢ semelhante a de pasteurizar sucos, de retardar a deterioracdo de carnes frescas,
entre outras. Na radapertizacdo as doses sdo elevadas e utilizadas na esterilizagdo de
carnes, chas, temperos, dietas e outros produtos processados (CENA, 2015a).

Além dos efeitos benéficos relacionados anteriormente, a irradiacao
quando utilizada como técnica de conservagdo de alimentos permite algumas vantagens,
como o processo ser a frio, que além de evitar danos causados pelo aumento de
temperatura aos alimentos, possibilita a irradiagdo de produtos resfriados e congelados. A
possibilidade de submeter grande quantidade e variedade de alimentos as diferentes doses
de radiac¢do. Evitar a recontamina¢do do alimento, pois durante o processo o mesmo ja
pode estar embalado. Alimentos em embalagens termossensiveis podem ser tratados, por
ndo haver aumento da temperatura. Aumento na vida util de frutas frescas, vegetais e
carnes, espacando o tempo de distribuicdo desses produtos. Reducdo do tempo de
cozimento de alguns alimentos, principalmente os desidratados. Utilizado como substituto
de tratamentos quimicos, que poderiam deixar residuos. A salmonelose e a
campilobacteriose sdo doengas oriundas normalmente de produtos avicolas e a irradiacao
tornou-se um tratamento efetivo para eliminar as bactérias patogénicas causadoras dessas
doencas. A radiacdo elimina os ovos e larvas de insetos presentes em alimentos sem
prejudicar a qualidade dos mesmos (CENA, 2015Db).

Alguns relatos na literatura alegam que a irradiacao pode induzir o
aumento do teor das isoflavonas, fenodis, antocianinas e das propriedades antioxidantes.
Além de inibir a lipoxigenase, foi capaz de reduzir os inibidores de tripsina, ¢ aumentar a
sacarose pela quebra glicosidica dos oligossacarideos em diferentes cultivares de soja
(DIXIT et al., 2010, 2011). Os componentes antinutricionais da soja sofreram redu¢do com
o aumento da dose de radiagdo (TOLEDO et al., 2007). Oligossacarideos da familia
rafinose, responsaveis por causar flatuléncia foram reduzidos em 82% em grdos de soja

irradiados a 10 kGy (YUN et al., 2012). Tewari et al. (2014) alegaram reducgdo de
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substancias responsaveis pelo off flavor com o aumento do potencial antioxidante
desencadeado por baixas doses de radiagao em grao de soja.

Os efeitos da irradiacdo sobre as frutas e hortalicas minimamente
processadas foram estudados a partir de diferentes aspectos, como para estender a vida util
de gengibre fresco (MISHRA; GAUTAM; SHARMA, 2004), de suco de cenoura e couve
(SONG et al., 2006), de caldo de cana (MISHRA; GAUTAM; SHARMA, 2011;
OLIVEIRA et al., 2007), de roma (ALIGHOURCHI; BARZEGAR; ABBASI, 2008) ¢ de
suco de couve fresca (KIM et al, 2007). Além disso, apresentou melhoria da cor e
aumento dos antioxidantes de varios produtos alimentares (JO et al., 2003; KIM et al.,
2007; LEE et al., 2009; SONG et al., 2006).

Entretanto, doses acima de 5 kGy podem alterar o aroma de graos
de soja (YUN et al., 2012), bem como doses entre 3,5 a 10 kGy reduziram o teor de
antocianinas totais de suco de romda (ALIGHOURCHI; BARZEGAR; ABBASI, 2008).
Doses entre 1,5 a 3,0 kGy interferiram na qualidade sensorial de suco de laranja, alterando
a cor, sabor e grumosidade da bebida (VERRUMA-BERNARDI; SPOTO, 2003). Embora
haja diversos relatos abordando a aplicacdo da radiagdo em alimentos e bebidas, ainda se
faz necessario encontrar para varios alimentos a dose especifica que contribua com a
redu¢do ou elimine a carga microbioldgica, mantendo ou melhorando a qualidade

nutricional, sem que haja altera¢des organolépticas.
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5-MATERIAL E METODOS

5.1- Material

Para o experimento 1, utilizou-se graos de soja especificos para uso
culinario, sendo todos cultivares EMBRAPA: BRS-213, BRS-258 ¢ EMBRAPA-48. Os
graos foram fornecidos pela EMBRAPA — Soja, sediada em Londrina, PR. Tais cultivares
apresentam caracteristicas adequadas para alimentacdo humana, como sabor suave, hilo
claro, proporcionando melhor coloragao para os processados e elevado teor de proteina
(EMBRAPA, 2011). Além disso, a cultivar BRS-213 ¢ livre das isoenzimas lipoxigenases,
resultado de melhoramento genético realizado a partir de cruzamentos naturais de espécies
diferentes da leguminosa (EMBRAPA, 2015).

Nos demais experimentos apenas o cultivar BRS-213 foi utilizado
para a produc¢do dos EHS, o qual foi selecionado a partir dos resultados das analises
realizadas no experimento 1.

Para adogar as bebidas utilizou-se o suco concentrado de maga

clarificado (Figura 1), produzido pela Tecnovin do Brasil Ltda (Bento Gongalves, RS).
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Figura 1. Suco concentrado de maga clarificado.

A bebida mista foi composta pelo EHS e suco de uva tinta. O suco
foi produzido artesanalmente em panela extratora a vapor a partir da variedade de uva
Isabel Precoce. A producdo do suco de uva foi realizada no laboratorio de bioquimica
(Departamento de Quimica e Bioquimica, Instituto de Biociéncias de Botucatu, UNESP).

O EHS e a bebida mista, produzidos nos experimentos desse
estudo, foram suplementados com os aditivos goma acécia/ardbica, guar e
carboximentilcelulose em conjunto (sinergismos), a fim de melhorar o potencial
estabilizante (TONELI; MURR; PARK, 2005) sobre as bebidas, evitando a floculagao
proteica ao se adicionar o suco de uva, o qual contem acido ascorbico e tartarico. Os
antioxidantes, acido ascorbico e tocoferol (Figura 2), foram adicionados nas amostras do
experimento 2, 3 (etapa 1) e 4 para evitar a oxidagdo gerada pelos tratamentos. O acido
benzdico (conservador) foi adicionado somente em algumas amostras do experimento 4. A
esséncia de baunilha (aromatizante) foi adicionada nos experimentos 2, 3 (etapa 1) e 4

(Tabela 2).

Figura 2. Alfa-tocoferol (antioxidante) utilizado para suplementar o EHS.
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Tabela 2. Aditivos para alimentos e bebidas aprovados pela ANVISA, segundo as boas

praticas de fabricacdo, utilizados para suplementar as amostras produzidas nos

experimentos.
Aditivos Funcéo ANVISA
Tocoferol Antioxidante BRASIL, 2005
Acido ascorbico Antioxidante BRASIL, 1999
Goma acdcia/arabica Estabilizante/espessante/emulsificante BRASIL, 1999
Goma guar Estabilizante/espessante/emulsificante BRASIL, 1999

Carboximetilcelulose sodica Estabilizante/espessante/emulsificante BRASIL, 1999

Acido benzoico Conservador BRASIL, 2005
Baunilha (artificial) Aromatizante BRASIL, 2005
5.2-Métodos

Primeiramente foram descritos os métodos de producdo (5.2.1) de
cada bebida (EHS, suco de uva e a bebida mista de EHS e suco de uva) e nos subitens do
planejamento experimental (5.2.2) foram detalhados os quatro experimentos realizados
nesse trabalho. Abaixo foi descrito o esquema (Figura 3) que demonstra a sequéncia em

que os experimentos foram realizados.
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Experimento 1
Grao de soja irradiado

0,2,4¢e 8 kGy

< W
BRS-213 (0 KGyY)
EMBRAPA-43

Experimento 2
Métodos de produgao
do EHS com aditivos

Extracdo a frio

Extracdo a quente

A 4

Experimento 3
EHS e Suco de uva
irradiado

A

0,2,4 e 8 kGy

A\ 4

Etapa 1 Etapa 2
EHS com aditivos Suco de uva
A\ 4
/[ sy /S

A4

Experimento 4
Bebida mista com aditivos: #temperaturas

Refrlgerada Refrigerada Amblente Ambiente com
(4°C) com éacido (23°C) acido

benzoico benzoico

Figura 3: Esquema sobre o delineamento dos experimentos (1, 2, 3 e 4).
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5.2.1- Producéo das bebidas

a) Extrato hidrossoltvel de soja (EHS)

Para a produ¢do dos EHS utilizou-se o cultivar de soja BRS-213 a
partir de duas formas de processamentos: método tradicional-extracao a frio (HOWELL;
CALDWELL, 1978) e o método de Illinois com modificacdes-extragdo a quente
(NELSON; STEINBERG; WEI, 1976). Ambos foram preparados na propor¢do de 1:6
(soja: agua), incluindo basicamente imersao dos grdos em agua (maceracdo), trituracao,
filtragem, cozimento e ajuste do volume final (NELSON; STEINBERG; WEI, 1976;
WILKENS; MATTICK; HAND, 1967).

Apo6s a obtencdo do EHS a partir de ambos os métodos, houve a
suplementagdo das bebidas com aditivos, sendo 3% da goma acacia/arabica (BRASIL,
1999), e 1% de liga neutra (guar e carboximentilcelulose) (BRASIL, 1999), 0,2% de
esséncia de baunilha (BRASIL, 1999), 0,05g 100 mL™" tanto de tocoferol (BRASIL, 2005)
como de acido ascorbico (BRASIL, 1999). O EHS foi adogado com suco concentrado de
maca (corre¢do final: 14 °Brix de so6lidos soluveis). A homogeneiza¢dao dos aditivos foi
realizada em liquidificador industrial.

Antes de iniciar a produgdo dos EHS todos os utensilios foram
lavados e enxaguados com 4dgua destilada fervente e posteriormente com hipoclorito de
sodio (2,5%) diluido, na propor¢ao de 1 colher de sopa (15mL) para 1000 mL de agua
destilada.

e Método tradicional (extragdo a frio): Os graos de soja (166,67 g) foram
mantidos em béquer de vidro (2 L) com agua destilada (833,35 mL) por 14 horas, na
propor¢ao de 1:5 (soja:dgua). Posteriormente, a 4gua da maceragdo foi descartada e os
graos triturados, por aproximadamente 1 minuto, em liquidificador com agua destilada fria
(1000 mL), na proporcao de 1:6 (soja: agua). A pasta de soja obtida apos a trituragdo foi
filtrada em coador de tecido, separando o okara do EHS. Em seguida, o EHS foi
transferido a uma leiteira de aluminio e aquecido a 90 +5°C por 15 minutos em fogao
industrial, a manutengdo da temperatura foi controlada por termémetro culinario (Figura
4). A producdo do EHS foi executada conforme proposto por Howell e Caldwell (1978),

com modificagdes. Houve trés repetigdes desse método.



Soja + agua
(1:5)

Maceragao Descarte de
14h-(20C) agua
y
Soja turgida
v
Trituragio Adicdo: agua
Soja:agua (1:6) fria

\ 4

Filtragem

EHS

Figura 4. Fluxograma do método de processamento tradicional (moagem a frio).
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e Método de Illinois (extracao a quente): Os grios de soja (166,67 g) foram

transferidos para uma leiteira de aluminio com agua destilada fervente (833,35 mL), na

proporcao 1:5 (soja:dgua), para o branqueamento (90 £5°C) dos graos por 15 minutos em

fogdo industrial, o controle da temperatura foi realizado por termdémetro culinario. Em

seguida, a agua do branqueamento foi descartada e os graos levados para tritura¢do, por

aproximadamente 1 minuto, em liquidificador, com dgua fervente (1000 mL) na proporcao

1:6 (soja:agua). A pasta de soja obtida na trituragdo, a qual foi filtrada em coador de tecido,

onde separou-se o okara do EHS (Figura 5). A producdo do EHS foi desenvolvida
conforme descrito por NELSON et al., (1976).



Soja + agua
(1:5)

A

Maceragao Descarte de
15°a 90°C agua
A
Soja turgida
A\ 4
Tritura¢do Adicao agua
Soja:agua (1:6) ' quente

A\ 4

Filtragem

EHS
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Figura 5. Fluxograma do método de processamento //linois, com modificagdes (moagem a

quente).

Os EHS foram adogados na concentracdo de 14 °Brix com suco

concentrado de maca clarificado (BRUNELLI; VENTURINI FILHO, 2012). O suco

concentrado de maga apresentou teor de 85 °Brix de so6lidos soluveis totais. Esse valor dos

solidos soluveis do suco concentrado foi utilizado para calcular as correcdes do teor dos

solidos soluveis do EHS e da bebida mista (14 °Brix).

Para a correcao dos solidos soluveis, utilizou-se o seguinte balango de massa,

conforme demonstrado na equacao 1 abaixo:

S1.M1 + S2.M2 = S3.M3

(1)
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Onde: S1 = soélidos soluveis do EHS inicial; M1 = Massa do EHS inicial; S2 = solidos
soluveis do suco concentrado de maga utilizado para correcdo; M2 = Massa do suco

utilizado para a corre¢do; S3 = sélidos soluveis do EHS final; M3 = Massa do EHS final.

Os EHS obtidos foram suplementados com os aditivos e em
seguida armazenados em garrafas de vidro (1000 mL) e refrigerados a 4 °C. O EHS ficou
armazenado sob refrigeragdo por cinco dias, tempo que foi necessario para obten¢do dos
resultados microbioldgicos. Apds a comprovagdo da qualidade fitossanitaria da bebida

realizou-se a analise sensorial.

b) Suco de uva tinta

A variedade de uva utilizada para extracdo do suco foi a Isabel
Precoce, fornecida pelo Instituto Agrondomico de Campinas (IAC). As mesmas foram
colhidas e armazenadas em camara fria (4 £ 1°C) para extragdo do suco no dia seguinte.

As uvas (73 kg) foram lavadas, selecionadas (separagdo das uvas
sadias das estragadas) e¢ desengagadas (separagdo do engaco dos bagos de uva)
manualmente. Apos a retirada do engago e dos bagos estragados, restaram 60 kg de bagos
sadios, os quais foram pesados em lotes de 3 kg.

Para a extra¢do do suco utilizou-se a panela extratora a vapor, cuja
capacidade maxima ¢ 5 kg de bagos de uva. Cada extragdo do suco durou 1h e 50 minutos,
foram 20 extracdes, totalizando 37 horas. Realizou-se 10 extragdes por dia.

Na panela extratora adicionou-se 3 kg de uva e 4,5 L de 4gua
destilada (o volume de agua foi acrescentado aos poucos), a partir dessa propor¢ao o
rendimento foi aproximadamente de 2,5 L de suco para cada extracdo. Os sucos foram
recolhidos em garrafas de vidro de 1000 mL, na temperatura de 80 £ 5 °C, lacrados com
tampa de rosca, posteriormente foram armazenados a temperatura de 4 = 1°C. A técnica de
produgdo do suco foi executada conforme proposto por Borges et al. (2011) e Dutra et al.

(2014).
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c) Bebida mista

O EHS produzido pelo método de extracdo a quente foi
homogeneizado em liquidificador com 3% de goma acécia, produto doado pela empresa
Nexira, 0,1% de liga neutra (goma guar e carboximetilcelulose), as quais possuem
potencial estabilizante, emulsificante e espessante, segundo a legislacao vigente (BRASIL,
1999); Em seguida, acrescentou-se tocoferol- vitamina E livre, (BRASIL, 2005c) e acido
ascorbico (BRASIL, 1999), ambos com propriedade antioxidante, na quantidade de 0,05¢g
100 mL™"; 0,2% de esséncia de baunilha (aroma artificial) e o suco de uva tinta na
proporcao 1:1 (EHS: suco de uva), mantendo a mistura sob agitacao no liquidificador por 2
minutos. A bebida mista foi adocada a 14 °Brix de so6lidos soliveis com suco concentrado
de maga clarificado e armazenada em garrafa de vidro de 1000 mL.

A correcgdo dos solidos soluveis foi realizada a partir do balango de

massas, conforme demonstrado na equagao abaixo:

S1. M1 + S2.M2 = S3.M3 (1)

Onde: S1 = solidos soluveis da bebida mista inicial; M1 = Massa da bebida mista inicial;
S2 = solidos soluveis do suco concentrado utilizado para corre¢do; M2 = Massa do suco
utilizado para a correcdo; S3 = sélidos soluveis da bebida mista final; M3 = Massa da

bebida mista final.

5.2.2 - Planejamento experimental

Para a realizagdo do experimento 1, 3 e 4, referente a submissao
das amostras a dosagens de radiacdo gama, firmou-se parceria com o Centro de Tecnologia
das Irradiacdes do IPEN (Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares), sediado na
Universidade de Sao Paulo, Brasil. Utilizou-se o Irradiador Multipropésito de Cobalto 60,
no qual emite radiacdo gama nas doses desejadas para este trabalho.

As doses de radiacdo gama utilizadas nos experimentos foram
definidas de acordo com o limite permitido pela legislagdo (BRASIL, 2001a) e a partir de

alguns trabalhos cientificos envolvendo aplicagdo de radiacdo em soja e bebidas (ARJEH;
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BARZEGAR; ALI SAHARI, 2015; DIXIT et al., 2011; NARESH et al., 2014; POPOVIT
etal.,2013)

Para os trés cultivares de soja (experimento 1) foram realizadas as
analises bioquimicas As analises realizadas para as amostras do experimento 2, 3 e 4

foram: fisico-quimica, bioquimica, microbioldgica e sensorial.

5.2.2.1-Experimento 1 (Irradiacéo do gréo de soja)

Os trés cultivares de soja foram submetidos a quatro diferentes
doses de radiagao gama (0, 2, 4 e 8 kGy), sendo ponto 0 denominado controle (auséncia de
radiagdo). Os graos de soja foram embalados em recipientes de vidro, contendo 200g em
cada recipiente. Foram separados trés recipientes para cada dose de radiacdo, com os
cultivares correspondentes. Dessa forma, nesse experimento delineou-se um fatorial 4 x 3,
sendo 4 variaveis para cada cultivar de soja, com trés repeti¢cdes. Totalizando 36 parcelas
experimentais.

A dose de radiacdo gama que elevou significativamente os
resultados dos componentes bioquimicos, confirmados a partir das analises realizadas, foi
aplicada ao cultivar de soja processado nos experimentos seguintes (experimento 2, 3 —
etapa 1 e 4) . Além disso, o cultivar de soja que apresentou melhores resultados

bioquimicos foi selecionado para compor os proximos experimentos (2, 3-etapa 1 e 4).

5.2.2.2- Experimento 2 (Métodos de processamentos)

Nessa etapa foram utilizados dois métodos diferentes de
processamento do extrato hidrossoluvel de soja (EHS): extracdo a frio (tradicional) e
extracdo a quente (Illinois). O cultivar EMBRAPA (BRS-213) foi utilizado no
processamento do EHS, selecionado a partir dos resultados obtidos no experimento
anterior. O grao de soja ndo foi irradiado antes do processamento, pois os resultados
bioquimicos realizados no experimento 1 indicaram estabilidade dos componentes
independente da aplicacdo da radiagdo gama. Portanto, nesse experimento houve trés
repeticdes para cada tratamento (extracdo a quente x extracdo a frio), totalizando 06

parcelas experimentais.
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O método de processamento que apresentou melhor perfil sensorial
foi utilizado para a confeccdo do EHS dos experimentos seguintes, tal confirmagao foi

estabelecida a partir dos resultados obtidos na andlise sensorial.

5.2.2.3- Experimento 3 (Irradiacdo do EHS e do suco de uva)

o Etapa 1- O EHS foi produzido pelo método de extracdo a
quente com o cultivar BRS-213, engarrafado e submetido as dosagens de 0, 2, 4 e 8 kGy,
sendo o ponto 0 denominado controle, amostra que nao foi submetida a radiacdo gama.
Dessa forma, foram quatro variaveis com trés repeticdes, totalizando 12 parcelas
experimentais.

o Etapa 2- O suco foi produzido em panela extratora a vapor a
partir da variedade de uva Isabel Precoce, engarrafado e submetido as dosagens de 0, 2, 4 e
8 kGy. Sendo quatro dosagens distintas de irradiagdo gama com 3 repeticdes, totalizando
12 parcelas experimentais.

A dose que alcangou melhores resultados no painel sensorial, tanto

da etapa 1 como da etapa 2, foi utilizada como técnica de conservagdo no experimento 4.

5.2.2.4- Experimento 4 (Conservacao da bebida mista)

Os melhores tratamentos obtidos nos experimentos anteriores
foram selecionados neste ensaio, cuja finalidade foi produzir uma bebida mista com
melhor qualidade organoléptica e nutricional. Dessa forma, a bebida mista foi constituida
por suco de uva produzido pela panela extratora a vapor com a variedade de uva Isabel
precoce, e EHS que foi produzido pelo método de extracdo a quente com o cultivar de soja
BRS-213, suplementado com aditivos (tocoferol, acido ascorbico, esséncia de baunilha,
goma acécia, guar e carboximenticelulose).

As bebidas mistas de EHS e suco de uva apresentaram 14 °Brix de
solidos soluveis, essa concentragdo foi atingida a partir do suco concentrado de maca
clarificado.

Os tratamentos para as bebidas mistas foram condiciona-las a duas
temperaturas de armazenamento e adicionar ou ndo conservante. Dessa forma, parte das

bebidas foi mantida sob refrigeragdo (4 £ 1°C) e outra na temperatura ambiente (23 + 3°C).
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Em metade das amostras que ficariam condicionadas a temperatura ambiente e sob
refrigeracdo, adicionou-se o conservante acido benzoéico na quantidade de 0,05g 100 mL™
(BRASIL, 2005¢).

Posterior a produgdo e envase das bebidas mistas, todas as amostras
foram submetidas a dose de 4 kGy de radiacdo gama. Essa dose foi selecionada a partir das
melhores notas obtidas na analise sensorial, realizada para as bebidas submetidas a
diferentes doses de radiagdo gama (EHS e suco de uva), no experimento 3. As amostras
mantidas na temperatura ambiente ficaram em armario fechado e com auséncia de luz.

Dessa forma, os tratamentos foram:

Tratamento 1: Bebida mista mantida sob refrigeracdo (4 = 5 °C) e sem adig¢do de
acido benzdico;

Tratamento 2: Bebida mista mantida sob refrigeracdo (4 + 5 °C) e com adicdo de
acido benzdico;

Tratamento 3: Bebida mista mantida na temperatura ambiente (25 °C) e sem adi¢cdo
de acido benzodico;

Tratamento 4: Bebida mista mantida na temperatura ambiente (25 °C) e com adi¢do

de acido benzoico.

Portanto, o delineamento foi um fatorial 2 x 2, com 3 repeti¢des, totalizando
12 parcelas experimentais. Esses tratamentos foram observados por 09 meses, a fim de
definir a vida de prateleira da bebida mista.

As bebidas mistas foram produzidas para o més inicial (ponto 0), més 1, més
3, més 5, més 7 e més 9. Dessa maneira, houve 6 producdes das bebidas mista para o
tratamento 1 e 2, com trés repeti¢des cada, totalizando 36 processamentos. Ja para o
tratamento 3 e 4 foram realizadas 3 produgdes da bebida mista, com trés repeti¢des cada,
totalizando 18 processamentos. Realizou-se menos producdes da bebida mista para o
tratamento 3 e 4 pois, como as amostras foram mantidas sob temperatura ambiente, foi
previsto deterioracdo antecipada aos 9 meses proposto de vida de prateleira. Entre todos os

tratamentos houve 54 processamentos de bebida mista.
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5.2.3- Analises fisico-quimicas

a) Extrato Hidrossoluvel de Soja (EHS), suco de uva e bebida mista
As andlises realizadas foram energia metabolizavel (kcal),
umidade, sélidos totais, proteinas, lipidios, cinzas, pH, acidez, “Ratio” (apenas para o suco
de uva) e solidos soluveis conforme Instituto Adolfo Lutz (BRASIL, 2005a), carboidratos
(DUBOIS et al, 1956). Realizou-se, também, a andlise da coloracdo (MINOLTA,
1994;1998 ).

b) Descrigédo das analises

e Energia metabolizavel: foi calculada a partir dos resultados obtidos pela
composicdo quimica centesimal das amostras, multiplicados pelos seguintes fatores de
conversdo: Carboidratos (exceto polidis) 4 kcal g - 17 kJ g'; Proteinas 4 kcal g - 17 kJ
g'; Gorduras 9 keal g'- 37 kJ g™

eUmidade: método de secagem em estufa, através da perda de peso da
amostra aquecida a 105 °C + 1 °C, até peso constante. Os cadinhos foram colocados em
estufa, e retirados quando apresentaram peso constante. Antes da pesagem, foram
colocados em dissecador, para perda de temperatura sem ganho de umidade. Em seguida,
pesou-se 10 g de amostra nos cadinhos e foram colocados novamente em estufa. Quando o
peso dos cadinhos estabilizou, foram transferidos ao dissecador para posterior pesagem

final dos mesmos.

e Solidos totais: subtraiu-se de 100% os resultados do teor de umidade. Logo,
os teores de solidos totais sdo: 100 — % do teor de umidade;

e Cinzas: foram pesados 2g das amostras utilizando-se capsulas de porcelana
previamente taradas. Estas amostras foram desidratadas a 105 & 2 °C por 12 h e em seguida
foram mantidas em dessecador, para a posterior pesagem. Em sequencia as amostras foram
carbonizadas em mufla a 550 °C por 4 h. Apds resfriadas em dessecador até a temperatura
ambiente as amostras foram pesadas. O calculo do percentual de cinzas foi efetuado por
meio da seguinte expressao: % Cinzas = [(S*100) / P]

Onde: S = massa de cinzas (g); P = massa da amostra (g).
A diferenca entre o peso do conjunto ¢ o peso do cadinho vazio,

expressa a quantidade de cinzas na amostra.
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epH: calibrou-se o potenciometro com as solugdes tampao pH 7 e 4.
Adicionou-se 30 mL da amostra em béquer, contendo uma barra magnética (peixinho), e
colocé-lo sobre um agitador magnético. Emergiu-se o eletrodo e o termometro na amostra

até fixar o valor do pH no visor digital.

e Acidez titulavel: pipetar 10 mL da amostra e 100 mL de 4gua em béquer.
Colocar dentro do béquer a barra magnética, ¢ 0 mesmo sobre o agitador magnético.
Titular a solugdo de hidroxido de sédio padronizada (0,1N) até o ponto de viragem (pH

8,2-8,4), utilizando o potencidmetro.

e “Ratio”: ¢ a razdo dos solidos solaveis (°Brix) da bebida com sua acidez
titulavel. Dessa forma, a equacdo do “Ratio” foi demonstrada da seguinte maneira: R=

solidos soluveis/ acidez titulavel.

e Proteinas: foi determinada pelo método de Kjeldahl, o qual quantifica o N
organico total. Para conversao do N em proteina ¢ necessario multiplicar o resultado pelo
fator 6,25. O procedimento do método baseia-se no aquecimento da amostra com acido
sulfurico para digestdo até que o carbono e hidrogénio sejam oxidados. Todo nitrogénio
presente na amostra transformou-se em sulfato de amonio. Adicionou-se NaOH
concentrado e aqueceu-se para liberacdo da amonia dentro do volume conhecido de uma
solucdo de acido borico, formando borato de amoénio. O borato de amonio formado ¢

dosado com uma solu¢do acida (HCl) padronizada.

e Lipidios: pesou-se 2g de amostra em cartucho de papel-filtro e registrou-se

o peso inicial dos baldes (baldes vazios) referentes a cada amostra.
O cartucho de papel de filtro foi colocado no recipiente de extragao
Soxhlet. Ao baldo foi adicionado de 30 a 40 mL de éter de petrdleo e colocado sob o
condensador fixando-o ao anel de rosca. Ligou-se a 4gua do condensador. Apds completar
a extracdo, foi removida a amostra do recipiente e colocado o tubo de vidro, coletor de
éter, sob o condensador. Registrou-se o peso final do baldo (baldo com gordura). A

diferenca entre o peso final e o inicial do baldo corresponde a massa da gordura extraida.
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e Carboidratos ou agUcares totais: em tubos de ensaio de 10 mL pipetou-se
de 10 a 100 pL. da amostra, de 900 a 990 pL de 4gua, 500 pL de solugdo de Fenol (5%
w/v). Foram homogeneizadas as misturas e acrescentados lentamente 2,5 mL de 4cido
sulfurico, agitou-se a solugdo novamente. Aguardou-se 20 minutos apos a reagdo para se
realizar a leitura em espectrofotometro a 490 nM. Foi calculada a concentragdo de agticares

totais com uma curva padrio de glicose (1 mg mL™).

e Analise da coloracdo (instrumental): As bebidas foram submetidas ao
colorimetro da marca Konica Minolta (Chroma meter,CR 400/410) em faixa de
comprimento de onda de 380 a 780 nM. A cor foi expressa pelo sistema de
coordenadas retangulares (L; a*; b*) conforme a CIE (Comission Internatinale de
E'clairage), onde L expressa a luminosidade (0% = negro e 100% = branco), a* representa

as cores vermelha (+) ou verde (-) e b* as cores amarela (+) ou azul (-), conforme Figura 6.

O indice c¢* (Chroma- saturacdo de cor) e o °Hue (angulo de
tonalidade cromatica) sdo calculados a partir dos valores de a* e b*. O °Hue possui variagdo
das cores, sendo : 0 a 18°(vermelho arroxeado), de 18 a 54° (vermelho), 54 a 90°
(alaranjado), 90 a 126° (amarelo), 126 a 162° (amarelo esverdeado), 162 a 198° (verde), 198
a 234 (verde azulado), 234 a 270° (azul), 270 a 306° (roxo azulado), 306 a 342° (roxo), 342
a 360° (vermelho arroxeado). O indice c (Figura 7) perfaz as cores fracas e opacas as mais

intensas e brilhantes.
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Figura 6. Representagdao da cor solida no espago L a*b*. Fonte: Adaptado de Minolta

(1994).

-60
1= 11

Figura 7. Diagrama de cromaticidade. Varia¢do da satura¢do do indice ¢ (0 a 60). Fonte:

Konica Minolta (1998).

5.2.4- Analises Bioquimicas

a) Graos de soja

Foram determinados os fenolicos totais (WETTASINGHE;

SHAHIDI, 1999), flavonoides (VENNAT et al, 1992) e capacidade antioxidante
(BRAND- WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995).
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Enzima antioxidante: dismutase do superoxido (SOD), conforme
metodologia descrita por Giannopolitis; Ries (1977).

Enzimas oxidativas: peroxidase (POD) e polifenoxidase (PPO),
seguindo metodologia descrita por Clemente e Pastore (1998) e Robinson (1987),

respectivamente.

b) EHS, Suco de uva e Bebida mista

Foram determinados os fendlicos totais (WETTASINGHE;
SHAHIDI, 1999), flavonoides (VENNAT et al, 1992) e capacidade antioxidante
(BRAND- WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995).

c) Descricdo das analises

e Dismutase do superdxido (SOD): foi determinada pela adigdo de 100 puL
de extrato enzimatico bruto, a 3 mL de uma solu¢ao com L-metionina 13 mM, riboflavina
2 uM, cloreto azul de p-nitro-tetrazdlio (NBT) 75 uM, e EDTA 100 nM, em tampao
fosfato de s6dio 50 mM, pH 7,8. A reacdo aconteceu em uma camara, sob a iluminacao de
uma lampada fluorescente de 15W, mantida dentro de uma caixa coberta com papel
aluminio, a 25 °C. A reagdo, iniciada pela ligacao da lampada, foi interrompida um minuto
depois pelo desligamento da mesma. A atividade da SOD foi medida pela diferenca no
aumento da absorvancia das amostras a 560 nM, subtraido de um "branco" ao qual o
extrato enzimatico bruto ndo foi adicionado. Uma unidade de SOD foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para inibir, em 50%, a fotorreducdo do NBT.

e Peroxidase (POD): determinou-se a enzima através da reagao de 100 uL de
extrato bruto com 4,9 mL de solu¢do tampao fosfato de potassio 25 mM, pH 6,8 contendo
20 mM de Pyrogallol e 20 mM H,0,. Apds incubacdo por 1 min. a reacao foi paralisada
com 0,5 mL de H,SO4 (5%). A leitura da absorbancia foi realizada a 420 nM; A atividade
especifica (umol de H202 decomposto mg de proteina™) da enzima ¢ calculada usando-se

um coeficiente de extincdo molar de 2,47 mM’! cm'l, conforme descrito por Clemente

(1998).
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e Polifenoloxidase (PPO): foi determinada de acordo com o método descrito
por Robinson (1987). Ao tubo de ensaio foi adicionado 0,3 mL de extrato enzimatico e
1,85 mL de catecol 0,IN. Levaram-se os tubos de ensaio para o banho-maria a 30 °C por
30 min. Apos, adicionou-se 0,8 mL de 4cido perclorico 2 N para posterior leitura das
amostras a 395nM. A atividade da PPO foi expressa em pmol de catecol transformado mg

-1
de amostra .

e Compostos fendlicos: em tubo de ensaio transferiu-se 0,3 mL de extrato
aquoso (1 mL da amostra foi centifugada com 10 mL de acetona 50%) , 0,7 mL de agua,
0,5 mL de reagente Folin-Ciocalteau, apds 5 minutos adicionou-se 2,5 mL de carbonato de
sodio a 20%. Os tubos ficaram em repouso por 1 hora, na auséncia de luz, para posterior
leitura em espectrofotdometro a 725 nM. O acido galico foi utilizado como padrdo. O

resultado foi expresso em equivalente grama de 4cido galico (EAG 100 mL™' de amostra);

eFlavonoides: aos tubos adicionou-se 1 g da amostra ¢ 4 mL de metanol
acidificado (acido acético glacial 10%). Realizou-se a centrifugag¢do, e ao sobrenadante
foram adicionados 1 mL de cloreto de aluminio (5%). A reacdo perdurou por 30 minutos,

em auséncia de luz. Em seguida, foi realizada a leitura em espectrofotdmetro a 425nM.

e Capacidade antioxidante: foi realizada pelo método do DPPH, o qual
baseia-se na capacidade de compostos fendlicos em sequestrar o radical DPPH (1,1-difenil-
2-picril-hidrazila) em solu¢ao. Uma aliquota 0,5 mL do extrato foi adicionado a 3 mL de
etanol 100% e 300uL de solu¢ao DPPH (0,5 mM em etanol). A medida da absorbancia foi
a 517 nM (BRAND- WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995).. O resultado foi expresso
em pmoles equivalentes de trolox por 100 g amostra (TEAC 100g™).

5.2.5- Analises microbioldgicas

A analise microbiologica foi realizada para contagem de
Salmonella sp, coliformes (totais e termotolerantes), Bacilus cereus conforme exigido pela
Anvisa (BRASIL, 2001b), além dessas, realizou-se analise para Staphylococcus aureus,
bolores e leveduras e bactérias mesofilas utilizando-se metodologias descritas em Silva et

al. (2001),
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a) Descricéo das anélises

eSalmonella sp.: inoculou-se 25 mL de amostra em 225 mL de agua
peptonada a 1%, tamponada e em seguida incubada a 35 °C, por 24 horas. Aliquata s de 10
mL do pré-enriquecimento foram transferidas para 90 mL de caldo Selenito Cistina e
incubado a 42,5 °C por 24 horas em banho- Maria. A partir dos caldos de enriquecimento
seletivo foram feitas estrias com o auxilio de alga de platina em placas contendo agar

Entérico Hektoen (HE) e 4gar Salmonella-shigella (S-S) e incubadas 4 35°C por 24 horas.

e Coliformes totais: realizou-se a primeira dilui¢do em 225 mL de agua
peptonada tamponada a 0,1%. As preparacdes das diluicdes decimais subsequentes foram
realizadas em tubos contendo 9 mL do mesmo diluente até 1/1000. Cada diluigdo foi
semeada em trés tubos, contendo caldo Lauril Sulfato Triptose (LST), para a quantificagao
do numero mais provavel de coliformes (NMP). As amostras ficaram em estufas a 35 °C
por 48 h (prova presuntiva). Os tubos que apresentarem formacdo gasosa no interior dos
tubos Duran s3o inoculados em caldo verde brilhante bile lactose 2% e incubados a 35 °C.

A confirmag¢ao vem com nova formag¢ao de dioxido de carbono.

e Coliformes termotolerantes: realizou-se as etapas de coliformes totais até
a prova presuntiva, se houvesse formacao de gés carbonico dentro do tubo Duran, realizou-
se a prova confirmativa, na qual o volume do tudo foi inoculado em caldo EC e fez-se a
incubacdo a 45 °C por 24 h a 48 h. Através de tabela especifica, chegou-se ao valor do

Numero Mais Provavel (NMP) por grama.

e Bacilus cereus: foram preparadas diluigdes decimais seriadas das amostras
(107, 102, 10), com semeadura em placas de Petri contendo 4gar vermelho de fenol-gema
de ovo-manitol-polimixina B (Agar MYP ou meio de Mossel). Apds a incubagio a 30 °C
por 24 horas realizou-se a contagem de exemplares tipicos de B. cereus. As contagens

foram expressas em Unidades Formadoras de Colénia por cm® (UFC/cm?).

e Staphylococcus aureus: foram pipetados assépticamente 25 mL das
amostras e transferidos para 225 mL de 4dgua peptonada (diluigio 10™). A partir dessa,

procedeu -se uma série de diluigdes em tubos de ensaio contendo 9 mL de solugdo salina
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estéril. Pipetou-se aliquotas de 0,1 mL dos tubos diluidos € com o auxilio de alga espraiou-
se o volume em placa de Petri contendo dgar sangue. A seguir as placas foram incubadas a

37 °C por 48 horas.

eBolores e leveduras: semeou-se em profundidade 1 mL de cada diluigdo
decimal seriada, em duplicata, utilizando como meio o agar batata dextrose (BDA)
acidificado com 4cido tartarico 10% até pH 3,5. A incubacdo deu-se a 25°C, por cinco dias,

para realizacdo da contagem de bolores e leveduras.

e Bactérias Mesofilas: foi pipetado 25 mL da amostra e adicionado 225 mL
de solugdo salina peptonada 0,1 %. Esta ¢ a dilui¢do 10™. A partir desta diluigo inicial, a
dilui¢do 107 foi feita retirando-se 1 mL da dilui¢do 10™ para 9 mL de solugéo diluente; do
mesmo modo foi feita a diluicio 10”. Semeou-se em placas de Petri estéreis, 1 mL de cada
uma das diluigdes e em seguida foi adicionado cerca de 15 de PCA fundido. Em seguida,
homogeneizou-se o agar, utilizando uma alga de Drigalsky, com o in6culo. Deixou-se
solidificar em superficie plana. A incubacdo foi feita com as placas invertidas, em

temperatura de 35 °C por 48 horas.

5.2.6- Analise sensorial

A andlise sensorial foi conduzida apos a aprovacdo do projeto
(nimero do processo: 16166713.6.0000.5411) pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
envolvendo seres humanos da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” da
cidade de Botucatu/SP. O qual solicitou que os provadores assinassem o “Termo de
consentimento livre e esclarecido”, indicando que estavam concordando em participar do
teste (Anexo 1).

Somente houve andlise sensorial quando a contagem
microbioldgica nas amostras ficou entre 0 e o limite estabelecido pela legislagao (RDC n°
12, de 2 de janeiro de 2001) vigente (BRASIL, 2001b). Além disso, se qualquer tratamento
do EHS, ou do suco de uva, ou da bebida mista no decorrer da vida de prateleira
apresentasse nota igual ou menor que 4 (desgostei ligeiramente) para qualquer atributo

avaliado, o mesmo seria eliminado do experimento. E no caso da bebida mista, o
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tratamento também seria interrompido antes dos meses estabelecidos (9 meses), sendo
caracterizado como produto nao adequado para o consumo.

A analise sensorial das bebidas foi realizada no horario de intervalo
dos alunos (periodo da manha: 9:30-10:00h ou periodo da tarde: 15:00-16:00h) sob luz
branca, amostras codificadas com numeros de trés digitos e aleatorizadas.

A andlise foi conduzida pelo método afetivo e o teste aplicado foi o
da aceitacdo — realizado através da escala hedonica ¢ da escala da intensidade. As notas das
escalas foram utilizadas para avaliar os atributos de cada amostra. No experimento 2 os
atributos avaliados foram: aparéncia, sabor, aroma, consisténcia, acidez e avaliagdo global
(Anexo 2). Como os provadores aprovaram (com notas acima de 4-desgostei ligeiramente)
o atributo consisténcia e acidez do EHS. A partir do experimento 3 e 4 foram avaliados
apenas os atributos aparéncia, sabor, aroma e avaliacdo global (Anexo 3).

A escala hedonica estruturada de nove pontos foi representada
pelas seguintes notas: 1-desgostei muitissimo, 2-desgostei muito, 3-desgostei
regularmente, 4- desgostei ligeiramente, 5-indiferente, 6-gostei ligeiramente, 7-gostei
regularmente, 8-gostei muito e 9-gostei muitissimo. Ja a escala da intensidade variou do
muito mais intenso do que gosto (2), um pouco mais intenso do que gosto (1), intenso da
maneira que gosto (0), um pouco menos intenso do que gosto (-1) ao muito menos intenso
do que gosto (-2).

Foram recrutados 60 provadores ndo selecionados e ndo treinados
(CHAVES; SPROESSER, 1999). Entre os provadores estavam os funcionarios e alunos
dos cursos de graduacdo e pds-graduacdo do Campus da UNESP de Botucatu. Para cada
provador serviu-se 30 mL da bebida refrigerada (+ 4 °C) em copos transparentes de
plastico (ABNT, 1998; BRASIL, 2005a).

No experimento 2 foram avaliados os seguintes atributos:
aparéncia, aroma, sabor, docgura, acidez, consisténcia e avaliagdo global. J& nos
experimentos 3 e 4 foram avaliados somente os atributos aparéncia, aroma, sabor e
avaliagao global.

Analise sensorial do Experimento 2 e 3 (etapa 1 e 2) foi realizada
em marco de 2014, em diferentes dias.

As andlises sensoriais do experimento 4 foram realizadas no
decorrer dos meses da vida de prateleira da bebida mista. Sendo a primeira andlise

sensorial realizada em abril, a segunda em maio, a terceira em junho. Em fun¢do da
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auséncia de microrganismos, as andlises sensoriais passaram a ser realizadas
bimestralmente, sendo a proxima executada em agosto, depois em outubro e finalmente em

dezembro.

5.2.7- Vida de prateleira

O teste de vida de prateleira foi aplicado ao experimento 4 (Bebida
mista de EHS e suco de uva), realizado por 9 meses. Os produtos que apresentaram
contaminagdo microbiologica foram descartados no devido més, ndo sendo realizada a
analise sensorial dos mesmos.

No teste de vida de prateleira foram realizadas para as amostras
avaliadas as andlises microbiologicas, sensoriais (com 60 provadores) e quimicas (citadas
acima). O teste apenas foi interrompido se uma ou mais das analises microbioldgicas
apresentassem contagem acima do limite legal, ou se um dos atributos sensoriais ficasse
com nota igual ou inferior a 4 para alguma das amostras, nesse caso, independente se a
contagem microbioldgica estivesse dentro do padrdo exigido pela ANVISA (BRASIL,
2001b).

Dois lotes (maio e junho) seguidos das amostras mantidas em
temperatura ambiente apresentaram-se deteriorados, motivo que impediu a continuidade da
vida de prateleira dos produtos condicionados em temperatura ambiente. J4 as amostras
armazenadas sob refrigeragdo demonstraram-se adequadas para o consumo em trés meses
consecutivos. A condicdo de estabilidade microbiolégica das amostras refrigeradas
permitiu que as andlises sensoriais deixassem de ser realizadas mensalmente para
bimestralmente. Portanto as andlises sensoriais foram realizadas na seguinte sequencia:
Abril-més inicial (analise sensorial da bebida foi conduzida depois de cinco dias dela
produzida, pois esse ¢ o tempo necessario para realizar a andlise microbioldgica das
amostras); Maio-més 2 (andlise sensorial realizada depois de 1 més e 5 dias), Junho-més 3
(andlise sensorial realizada depois de 2 meses e 5 dias); Agosto- més 5 (analise sensorial
realizada depois de 4 meses e 5 dias); Outubro-més 7 (analise sensorial realizada depois de
6 meses e 5 dias); Dezembro- més 9 (analise sensorial realizada depois de 8 meses e 5 dias

da bebida produzida).
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5.2.8- Analise estatistica

Os resultados das analises fisico-quimicas, bioquimicas,
microbioldgicas e sensorial foram expressos através de médias e desvio padrdo. No
experimento 1 utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis para comparar as andlises bioquimicas
entre os tratamentos, visto que os valores nao atenderam a suposi¢ao de normalidade. Para
as andlises fisico-quimicas e bioquimicas do experimento 2 utilizou-se o teste T, quando
compararam-se dois tratamentos- extragdo quente x fria, e a andlise de comparagdo
multipla de Dunett, quando comparou-se o controle com os demais tratamentos
(comparacao dos aditivos).

Ao experimento 3 (etapas 1 e 2) e 4 utilizou-se a andlise de
varidncia para verificar o efeito de tratamento e quando houve diferenga significativa,
realizaram-se as comparagdes multiplas pelo teste de Bonferroni com o objetivo de
comparar todos os tratamentos entre si. Este teste ¢ adequado pois considera uma correg¢ao
pelo numero de comparagdes necessarias.

No experimento 4, também aplicou-se o teste T, ao comparar dois
tratamentos. Na andlise sensorial utilizou-se a analise estatistica descritiva pelo teste de
Wilcoxon (experimento 2- comparagdo de duas amostras) e Friedmann (experimento 3 e 4-
comparacao de mais de duas amostras) pois trata-se de variaveis qualitativas ordinais e ha
dependéncia entre as amostras. No caso em que a suposicdo de normalidade ndo foi
atendida utilizou-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis na comparagdo entre

populacdes independentes (PAGANO; GAUVREAU, 2004; VIEIRA, 2006).
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6-RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1- Experimento 1

Nessa etapa do trabalho foram realizadas as andlises bioquimicas
em trés cultivares de soja, submetidos a diferentes doses de radiagdo gama, com o objetivo
de se avaliar possiveis alteragdes dos componentes fendlicos e seu potencial antioxidante
(Figura 8), bem como de algumas enzimas oxidativas e antioxidativa (Figura 9)
decorrentes da submissdo dos graos de soja a radiagdo gama. Além de caracterizar as
diferencas bioquimicas entre os trés cultivares de soja e selecionar apenas um cultivar para

0 proximo experimento.

a) Andlise Bioquimica

Os resultados obtidos mostraram que o aumento da dose de
radiacdo gama nao interferiu significativamente nos teores de flavonoides e na capacidade
antioxidante dos cultivares de soja, logo os resultados ndo diferiram significativamente

entre os tratamentos e entre os trés cultivares (Figura 8).
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Cultivar de soja- BRS-213
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Cultivar de soja- BRS-258
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6,3 350

134 b 14.0ab
132 ab 14,5
II 125 121 11.8 129

Cultivar de soja- EMBRAPA-48

H) m2 =4 =B kGy

35,1 36.1

33.1

14,2
A 141 142 150

119 13.1 13,7 133

Compostos fenolicos Flavonodides Atividade antioxidante

Figura 8. Resultados médios dos compostos fenolicos (mg de fenois g b.s.), flavonoides
(mg de fenois g b.s.) e atividade antioxidante (um 100g™ b.s.) de cada cultivar de soja
(BRS-213, BRS-258, EMBRAPA-48) submetido a diferentes doses de radiacdo gama (2, 4
e 8 kGy), sendo 0 a auséncia de radiacdo (controle). Letras minusculas comparam as
diferencas entre as doses (horizontal) de cada determinagao, letras maitisculas, na vertical,
comparam as diferengas entre as cultivares para cada dose recebida a partir do teste de
Kruskal-Wallis.
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O teor de compostos fenolicos diferiu somente entre as cultivares
de soja para o tratamento controle (Figura 8), demonstrando que alguns parametros podem
variar entre os inimeros cultivares de soja ofertados no mercado, fato que pode ser
justificado pelas diferengas edafo-climaticas, caracteristicas do solo, variacdes genotipicas,
entre outras (KUMAR et al., 2010). Alem disso, no cultivar BRS-213 ¢ BRS-258 houve
aumento dos compostos fendlicos em fungdo da dose de radiagdo, principalmente a partir
de 4 kGy, a qual diferiu estatisticamente do tratamento 2 kGy e do controle. Essa condigdo
pode estar associada aos radicais livres produzidos pelo estresse oxidativo em detrimento
ao método de conservacdo, estimulando o metabolismo secundario do vegetal,
especificamente a enzima fenilalanina amonioliase a catalisar mais compostos
antioxidantes (feno6is) (BHAT; SRIDHAR; TOMITA-YOKOTANI, 2007).

Toledo et al. (2007a) observaram aumento significativo dos
compostos fenolicos do cultivar BRS-213, ao comparar o controle (8,07 mg g"') com os
grios de soja que foram submetidos a dose de 8 kGy de radiagio gama (10,83 mg g”),
resultados médios que ficaram aquém ao encontrado para mesma cultivar deste
experimento, contendo para o controle 12,4 mg g”' e para os grios submetidos a 8 kGy
15,2 mg g (Figura 8). Entretanto, a porcentagem de aumento dos compostos fendlicos
para Toledo ef al. (2007a) foi maior (34 %) ao encontrado nesse estudo (23 %). Contudo,
os mesmos autores ressaltaram que a dose de 8 kGy possivelmente modificou a estrutura
da molécula dos compostos fendlicos insoluveis para soliveis ou rompendo a parede
celular, favorecendo a detec¢ao do composto.

Os resultados demonstraram que grande porcentagem dos
compostos fenolicos presentes nos graos de soja sdo representados pelos flavondides,
sendo que a média entre os tratamentos foi de 89,83 %, 89,44 % e 90,40 % de flavonoides
para os cultivares BRS-213, BRS-258 ¢ Embrapa 48, respectivamente (Figura 8).
Resultados que concordam aos encontrados por Loépez-Gutiérrez et al. (2014) que ao
analisarem produtos a base de soja detectaram média 93 % de isoflavonas (flavondides)
dentre os compostos fenolicos. Essas elevadas porcentagens de flavonodides ja eram
esperadas, uma vez que diversos relatos na literatura destacam os elevados teores de
1soflavonas presentes nos graos de soja (BARBOSA et al., 2006; VERARDO et al. 2015).

Os cultivares de soja BRS-213, BRS-258 e Embrapa- 48, quando
comparados ao controle, apresentaram maior aumento da capacidade antioxidante ao serem

submetidos as doses de 2 kGy (4,73 %), 4 kGy (1,64 %) ¢ 8 kGy (9,06 %),
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respectivamente (Figura 8). Embora esse aumento da capacidade antioxidante ndo seja
significativo, tais resultados concordam com Dixit et al. (2010) que afirmaram que a
radia¢do induziu o aumento crescente da capacidade antioxidante de trés cultivares de soja
ao irradia-los na dose de 0,5 e 2 kGy, ocorrendo redu¢do da mesma na dose de 5 kGy. Da
mesma maneira Popovic et al. (2013) obtiveram aumento gradativo da capacidade
antioxidante ao submeter o cultivar de soja sérvio as doses de 1, 2, 4 e 10 kGy de radiacao
gama.

Elevar a dose de radiacdo gama ndo interferiu em mudancas
significativas das enzimas analisadas (SOD, PPO e POD) nos trés cultivares de soja (BRS-
213, BRS-258 ¢ EMBRAPA-48), com excecao da atividade da Superdéxido Dismutase
(SOD) do cultivar de soja BRS-213, a qual apresentou diferenga significativa da atividade
quando elevou-se a dose de radiagdo gama de 2 e 4 kGy para 8kGy (Figura 9). Ao
comparar com o controle, notou-se que houve aumento da porcentagem da atividade da
SOD de 1 % na dose de 2 kGy e de 16 % na dose de 4 kQGy, entretanto, na dose de 8 kGy
reduziu 5 % a atividade da SOD. Essa inibicio da SOD na dose de 8 kGy esta
provavelmente associada a desnaturacdo da estrutura da enzima pelo tempo de exposicao
aos raios gama (DIXIT et al., 2012).

Tewari et al. (2014) analisaram as enzimas antioxidativas (SOD,
CAT e POD) e ndo encontraram diferengas significativas ao elevar as doses de radiagao
(0,25; 0,5 e 1 kGy) em quatro cultivares de soja (BR-2, BS-1, Pk-416 e Bragg) condigdo
que se assemelha aos resultados encontrados para SOD (cultivar BRS-258 ¢ EMBRAPA-
48) e POD em todas as cultivares desse estudo, demonstrando que tais enzimas sdo
estaveis nestas cultivares de soja quando expostas até 8 kGy de radiagdo gama (Figura 9).
Porém, Alikamanoglu ef al. (2011), ao elevarem as doses de radiagdo gama 0,1; 0,2; 0,3,
0,4 ¢ 0,5 kGy obtiveram redugao na atividade da SOD e da POD em um cultivar de soja da
Turkia. Caracterizando que as enzimas de cada cultivar de soja podem reagir de maneira

diferente a radiagdo gama.
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Figura 9. Atividade das enzimas SOD (Usod p proteina™), PPO (umol de catecol mg de
amostra™), e POD (umol de H,O, mg™ de proteina) dos cultivares de soja BRS-213, BRS-
258 ¢ EMBRAPA-48 submetidos a doses de 2, 4 ¢ 8 kGy, sendo O controle. Letras
minusculas na horizontal comparam as diferengas entre as doses de radiacdo para cada
cultivar de soja. Letras maitsculas na vertical comparam as diferengas entre os cultivares
para cada dose recebida a partir do teste de Kruskal-Wallis.

A necessidade de quantificar a peroxidase e polifenoloxidase se da
pelo seu reconhecido impacto na industria de alimentos. Essas enzimas sdo oxiredutases
capazes de catalizar reagdes oxidativas nos vegetais, sendo a peroxidase responsavel por
induzir mudancas de sabor durante a estocagem e a polifenoloxidase conferir mudancgas de
cor no alimento (FREITAS et al., 2008). Dessa forma, o fato do aumento da dose nao

interferir significativamente na atividade dessas enzimas caracteriza esse método de
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conservagao como vantajoso, por ndo aumentar a atividade de ambas as enzimas (Figura
9).

Somente houve diferenga significativa entre as cultivares de soja
para atividade da peroxidase na dose de 4 kGy de radiacdo gama, ao comparar a atividade
das demais enzimas entre os cultivares de soja para cada dose de radiagdo notou-se
resultados médios semelhantes, ndo havendo diferenca entre as mesmas (Figura 9).

Como os resultados das andlises bioquimicas mantiveram-se
semelhantes entre as cultivares de soja e ndo diferiram em func¢do da elevagdo das doses de
radiagdo gama, selecionou-se o cultivar BRS-213 para se produzir o EHS dos demais
experimentos. Além disso, 0 mesmo ¢ livre de lipoxigenases, isoenzimas presentes nos
vegetais capazes de catalisar reacdes sobre os acidos graxos poliinsaturados e gerar
compostos desagradaveis ao paladar e aroma (AXELROD; CHEESBROUGH; LAAKSO,
1981).

6.2- Experimento 2

No experimento 2 analisou-se os EHS produzidos pelos métodos de
extracdo a quente e a frio, cujo objetivo foi identificar o melhor método de producdo de
EHS a partir dos resultados obtidos das andlises fisico quimica, de cor, bioquimica,
microbioldgica e sensorial, demonstrados nas figuras 10, 11, 12, 13 e 14 e tabelas 3 ¢ 4.
Dessa maneira foi possivel selecionar o método de producdo do EHS, o qual foi utilizado

nos proximos experimentos.

a) Analise fisico-quimica

Os macronutrientes (proteina, lipidios e carboidratos) diferiram
significativamente entre os métodos de extracdo quente e frio (Figura 10), demonstrando
que apesar de utilizar a mesma propor¢do soja : agua (1:6) e o mesmo cultivar de soja
(BRS-213) em ambos os processamentos a porcentagem da composi¢do centesimal foi
diferente entre os EHS, ou seja, tais caracteristicas dependem do método utilizado na
producdo da bebida (GIRI; MANGARAJ, 2012).

Nos parametros que apresentaram diferenca significativa entre os

tratamentos observaram-se maiores porcentagem dos resultados para o EHS produzido
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pelo método de extracdo a frio, demonstrando ser uma bebida mais rica nutricionalmente
quando comparada aos resultados obtidos pelo EHS produzido pelo método extracdo a
quente. Dessa forma, como a caloria (energia metabolizavel) foi calculada a partir dos

macronutrientes, a mesma foi maior para o EHS de extracado a frio (Figura 10).

a b

h B

a b
b 5 b

ll_- l -__l
kcal | Umid. | Cinzas | ST 55 pH |Acidez |LipidiosProteina| Carb.
B Frio 66,19 | 85,07 | 061 | 1493 | 14,03 | 5.16 0.36 1,78 2,60 0.94
®Quente| 5798 | 8512 | 0,51 | 14.88 | 1407 | 4,79 0,35 0,90 1.25 | 11,23

Figura 10. Resultados médios (n=3) da composicao fisico-quimica de EHS produzido pelo
método de extragdo a frio (m) ¢ a quente (m). Umid.:Umidade (%); ST: So6lidos Totais (%);
SS.:Sélidos Soluveis (°Brix); Carb.: carboidratos (%). Cinzas (%), Lipidios (%), proteina
(%) e pH (g de 4cido citrico 100 mL™). Letras minusculas diferentes entre os tratamentos
indicam diferenca a partir do teste T.

Somente os carboidratos do EHS produzido pelo método de
extragdo a frio (9,94 %) ficaram aquém ao encontrado para o EHS produzido pelo método
de extracdo a quente (11,23 %), sendo representado principalmente pelos agticares do suco
concentrado de maca, adicionado as bebidas para adoca-las, pois o EHS apresenta tragos
de oligossacarideos ndo metabolizdveis como rafinose (0,012 %) e estaquiose (0,064 %),
contendo apenas 0,12 % de sacarose e 1,5 % de outros carboidratos como galactose,
glicose, frutose, verbascose (RODRIGUES; MORETTI, 2008). Dessa maneira, como o0s
EHS foram padronizados a 14 °Brix de s6lidos soluveis, a partir do calculo do balanco de
massas notou-se que foi necessario adicionar maior quantidade de suco concentrado de
maca para o EHS produzido pelo método de extragdo a quente, por ser mais pobre em
nutrientes, ou seja, continha o teor de so6lidos soluveis menor ao do EHS produzido pelo
método de extragdo a frio, justificando os diferentes resultados de carboidratos entre os

tratamentos (Figura 10).
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A andlise de cor indicou a partir do indice a* e b*, que
independente do método de producdo do EHS, as amostras apresentaram cores amarelas
esverdeadas (Figura 11), embora a contribui¢do do verde seja infima de acordo com os
resultados bem proximos ao zero, demonstrando que as bebidas possuem cor amarelada, o
mesmo foi comprovado pelo valor do °Hue (aproximadamente 90°) que indica a cor
amarela para as amostras. Tais resultados foram decorrentes da cor caracteristica da
maioria dos cultivares de soja e do suco concentrado de macga (Figura 1) que foi adicionado

aos EHS.
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Figura 11. Valores de luminosidade (L), intensidade de vermelho (+) ou verde (-)
representado pelo indice a*, intensidade de amarelo (+) ou azul (-) representado pelo indice
b*, saturagdo de cor (Chroma) e tonalidade cromatica (°Hue) de EHS produzido com o
cultivar BRS-213 pelo método de extragdo a frio (m) e a quente (m). Auséncia de letras
diferentes indicam que nao houve diferencia significativa a partir do teste T.

O EHS produzido pelo método de extracao a frio apresentou maior
resultado de luminosidade, demonstrando que o mesmo ¢ mais claro que o EHS extraido
pelo método de extragdo a quente, da mesma forma, esse resultado se confirma com o
indice Chroma menor para o EHS extraido pelo método a frio, indicando que o mesmo ¢
menos saturado, ou seja, possui coloracao mais clara que o EHS do outro método (Figura
11).

O °Hue nao diferiu significativamente entre ambos os tratamentos,
demonstrando que ndo houve diferenca entre as tonalidades dos EHS. O provavel motivo

do EHS extraido pelo método de extracao a quente ter ficado com maior saturagdo (indice
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Chroma) foi por conter maior quantidade do suco concentrado de maga, o qual apresenta
coloragdo escura, com aspecto de agucar caramelizado (Figura 1).

O EHS produzido pelo método de extragao a frio apresentou maior
teor de proteina e lipidios quando comparado ao outro método (Figura 10), tais substancias
conferem turbidez a bebida e consequente interferéncia na cor, entretanto suas
porcentagens nao foram tdo relevantes quanto a cor proveniente do suco de maca
clarificado dado a diferenga dos resultados para a luminosidade e o indice Chroma entre os
tratamentos (Figura 11). Nunes et al. (2014) analisaram bebida comercial de soja sabor
iogurte com polpa de morango e encontraram valores menores para a luminosidade (L=65)
aos obtidos nesse experimento (Figura 11), pois ao adicionar a polpa de morango tornou a
bebida mais escura, outro fator importante ¢ a propor¢do soja: agua da bebida, o que a

torna mais ou menos diluida, condi¢do que também interfere na cor do produto.

b) Analises bioquimicas

A realizagdo das andlises bioquimicas foram para observar as
possiveis contribui¢cdes aos resultados a partir do uso dos aditivos para suplementar os
EHS produzidos pelos dois métodos (extragdo a frio e a quente). Os resultados (Figura 12,
13 e 14) comprovaram que alguns dos aditivos utilizados foram responsaveis pelo aumento
dos compostos fendlicos e da capacidade antioxidante do EHS.

Dentre os aditivos utilizados esperava-se que o tocoferol e o agticar
do suco concentrado de maga pudessem contribuir para o aumento dos compostos
fenolicos. Esta expectativa baseava-se em que o tocoferol sendo composto monofendlico e
o suco concentrado de magd em conter os polifendis como procianidina B2, catequinas e
epicatequinas, quercetinas e floredzinas (WILL et al., 2000). Entretanto, ambos os
compostos utilizados como aditivos nao influenciaram no teor dos compostos fendlicos em
relagdo ao EHS puro (Figura 12).

Ao comparar os compostos fendlicos do EHS puro (método a frio)
com os EHS suplementos por cada aditivo, notou-se que houve diferenga apenas quando
foi adicionado acido ascorbico, estabilizante e quando se adicionou todos os aditivos.
Esperava-se que a mistura de aditivos pudesse contribuir para o aumento do teor dos
compostos fenolicos em relagdo aos demais tratamentos. Porém, na realidade esta pratica

ndo apresentou efeito de forma sinérgica, pois quando se observou os demais aditivos de
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forma isolada, verificou-se que o acido ascorbico apresentou o teor de compostos fendlicos
similar ao tratamento onde aplicou-se todos os aditivos, sendo o acido ascorbico o
principal responsavel pelo aumento do teor dos fendlicos no EHS (Figura 12). Ja o
estabilizante goma acécia/arabica adicionado ao EHS nao contribuiu para o aumento dos
compostos fenolicos por ser constituido de polissacarideos e glicoproteinas, considerada
fibra soluvel (ACEDO-CARRILLO et al., 2006). Ao contrario, seu uso resultou em
diminuicdo dos compostos fendlicos presentes no EHS quando comparado ao extrato puro,
provavelmente pela acdo diluente do estabilizante adicionado (4%) ao volume de EHS

(Figura 12).
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Figura 12. Comparagdo dos valores médios do EHS puro (método de extracao a frio) com
o EHS suplementado com aditivos (tocoferol; acido ascorbico; agucar do suco
concentrado de maga; estabilizantes- goma acdcia e liga neutra; e todos os aditivos
juntos) para cada componente bioquimico (compostos fendlicos- mg mL™'; flavonoides-
mg mL"'; e capacidade antioxidante- pmol mL™ amostra). Letras maitsculas distintas
demonstram diferen¢a das amostras suplementadas com a amostra controle (Puro) pela
analise de comparagdo multipla de Dunett.

A maior concentracao dos compostos fendlicos no tratamento com
acido ascorbico pode ser discutida em funcdo da sua reatividade com os reagentes
presentes nas analises de quantificacdo dos fen6is. O EHS puro de fato contém apenas
tracos de acido ascorbico (EMBRAPA, 2003; RODRIGUES; MORETTI, 2008), porém
adiciona-lo ao EHS também contribuiu para reduzir o folin ciocalteu (componente da
analise de fendis), em meio basico formando o composto azul de molibdénio (GENOVESE

et al., 2003; HUANG et al., 2005). Assim, conclui-se que a depender da presenga de acido
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ascorbico em misturas de bebidas, pode haver incremento dos resultados dos compostos
fenolicos (Figura 12).

Nao houve diferenga significativa do teor de flavonoides do EHS
puro em relagdo aos EHS suplementados com os aditivos. Entretanto, a capacidade
antioxidante do EHS puro foi diferente do EHS com acido ascorbico e do EHS com a
adicdo de todos os aditivos. O acido ascoérbico, conhecido pelo seu grande potencial
antioxidante (CERQUEIRA et al., 2007) possui atividade correlata ao tocoferol.
Entretanto, o EHS suplementado com tocoferol ndo diferiu do EHS puro em relacdo a
capacidade antioxidante (Figura 12).

O EHS puro, produzido pelo método de extracdo a quente,
apresentou o teor dos compostos fenolicos diferente do EHS suplementado com 4acido
ascorbico e com todos os aditivos. A adicdo de agucar (suco concentrado de maca) ao EHS
contribuiu com aumento de 22 % dos compostos fenolicos, justificado pela porcentagem
de polifenois, presentes naturalmente no suco. Entretanto, mesmo o suco aumentando a
porcentagem dos compostos fendlicos, essa contribuicdo ndo foi estatisticamente
significativa, quando comparado com o EHS puro (Figura 13). Porém, a capacidade
antioxidante pode ser atribuida pela presenga dos polifendis do suco concentrado de maga,
demonstrada pelo aumento de 240 % quando comparada ao resultado obtido para o EHS
puro. A adi¢do do &cido ascorbico ao EHS elevou sua capacidade antioxidante em 820 %,
indicando que o mesmo possui maior potencial antioxidante comparado aos outros
aditivos, inclusive igualando-se a capacidade antioxidante quando se utilizou os aditivos

em consorcio (Figura 13).
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Figura 13. Comparacdo dos valores médios do EHS puro (método de extracdo a quente)
com o EHS suplementado (tocoferol; acido ascorbico; agucar do suco concentrado de
magca; estabilizantes- goma acacia e liga neutra; e todos os aditivos juntos) para cada
componente bioquimico (compostos fendlicos- mg mL™; flavonodides- mg mL™; e
capacidade antioxidante- pmol mL™' amostra). Letras maiusculas distintas demonstram
diferenca das amostras suplementadas com a amostra controle (Puro) pela analise de
comparagdo multipla de Dunett.

O EHS produzido pelo método de extragdo a frio apresentou maior
teor de compostos fendlicos, para todas as variaveis, quando comparado ao EHS produzido
pelo método de extragdo a quente. Porém, o EHS puro diferiu significativamente do EHS
com adi¢do de 4cido ascorbico, com estabilizante e com todos os aditivos juntos. O método
de extracdo a frio permitiu que o EHS concentrasse mais sdlidos solaveis e

consequentemente apresentou mais compostos fenolicos (Figura 14).
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Figura 14. Comparagdo entre os valores médios do EHS extraidos pelo método a frio (m)
e a quente (m) e com cada aditivo utilizado para suplementa-lo (tocoferol; acido
ascorbico; agucar do suco concentrado de maga; estabilizantes- goma acécia e liga neutra;
e todos os aditivos juntos) para os componentes bioquimicos: compostos fenodlicos- mg
mL"; flavondides- mg mL™; e capacidade antioxidante- pmol mL™ amostra. Letras
diferentes indicam que houve diferenga significativa a partir do teste T.
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O teor de flavonoides foi semelhante para a maioria dos
tratamentos com aditivos, independentemente do métodos de extracdo do EHS (Figura 14).
Na soja, os flavonoides predominantes sdo as isoflavonas. Zhang et al, (2015) ao
quantifica-las observaram que o método de trituracdo a quente foi mais eficiente que o
método de trituragdo a frio. Tal resultado foi diferente ao encontrados no presente
experimento, pois os teores de flavondides ndo diferiram significativamente entre os
métodos de extracdo para o EHS puro.

Mesmo o EHS-extragdo a frio apresentando maiores teores de
compostos fendlicos que o EHS-extracao a quente, tais porcentagens ndo foram suficientes
para diferir a capacidade antioxidante em ambos os métodos de extragcdo para a maioria dos
tratamentos (Figura 14). Somente a adicdo de acido ascoérbico induziu aumento da
capacidade antioxidante entre os métodos, entretanto a quantidade adicionada foi igual
para os EHS (extragdo quente e fria). O maior potencial antioxidante ficou para o EHS
(extragdo a quente) com acido ascorbico, possivelmente por conter menos solidos totais,
em especial carboidratos e proteinas que sdo considerados fatores interferentes na andlise

(NASSER et al., 2011).

c) Andlise microbioldgica

O EHS produzido pelo método de extracdo a quente e o EHS
produzido pelo método de extragdo a frio apresentaram auséncia de microrganismos. Este
resultado indica que o numero mais provavel (NMP) de coliformes totais e termotolerantes
foi menor que trés por mL de amostra e que ndo cresceu nenhuma colénia de bactéria,
bolor e levedura, ou seja, houve auséncia de unidade formadora de colonia-UFC (Tabela
3). Além disso, tais resultados demonstraram que ambos os métodos de produgdo foram
eficientes para eliminar possiveis microrganismos provindos da matéria-prima (soja), da
agua, dos utensilios usados no processamento, do ambiente e/ou da manipulagao.

Os EHS tiveram a adi¢ao de acido ascorbico e suco concentrado de
maca que contem acidos fenodlicos, responsaveis por reduzir o pH dos EHS. Dessa forma,
os resultados de pH foram inferiores (pH: 5,16 para EHS-extragdo a frio e pH: 4,79 para o
EHS-extracdo a quente) ao encontrado na literatura (pH: 7,0) (ABREU et al., 2007,
RODRIGUES; MORETTI, 2008). Porém, mesmo com essa reducdo de pH, a quantidade

de 4cidos organicos presentes na amostra ndo apresentou potencial para eliminar os
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microrganismo, pois para isso seria necessario atingir pH abaixo de 4,0, o qual impede
crescimento de microrganismos decompositores (FORSYTHE, 2002). Assim sendo, a
auséncia da carga microbiana (Tabela 3) pode ser creditada aos métodos de processamento

da soja.

Tabela 3. Resultado da contagem microbioldgica do EHS produzido pelo método de

extragdo a quente e a frio.

Microrganismos ; EHS
Frio Quente

Salmonela SP (*UFC) <10 <10
Coliformes totais (**NMP mL™") <10 <10
Coliformes termotolerantes (NMP mL™) <10 <10
Staphylococcus aureus (UFC) <10 <10
Bolores e leveduras (UFC) <10 <10
Bacilus cereus (UFC) <10 <10
Bactérias mesofilas (UFC) <10 <10

*UFC: unidade formadora de colonia; ** NMP mL™': nimero mais provéavel por mililitro.

d) Analise sensorial

As notas maiores do teste da escala hedonica foram mais freqiientes
em todos os atributos avaliados para o EHS - extragdo a quente, demonstrando que esse
obteve melhor aceitagdo que o EHS- extracdo a frio. Entretanto, Ciabotti et al. (2007) ao
utilizar o cultivar BRS-213 para produzir o EHS pelo método de extragdo a frio obteve
bons resultados médios para o atributo sabor (7,61), indicando que os provadores gostaram
regularmente a muito do EHS. Entretanto, nesse trabalho, o resultado médio para o atributo
sabor foi de 3,9 para o EHS-extragdao a frio (provadores desgostaram regularmente a
ligeiramente). A maneira mais indicada para demonstrar os resultados das caracteristicas
qualitativas (aparéncia, aroma, sabor, dogura, consisténcia, acidez e avaliacao global) ¢
utilizando o valor mediano (PAGANO; GAUVREAU, 2004; VIEIRA, 2006). Ainda assim,
Ciabotti et al. (2007), apresentaram estes atributos em resultados médios das notas da
escala hedonica, os quais sdo sugeridos para expressar caracteristicas quantitativas € nao

qualitativas.
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Tabela 4. Mediana das notas dos atributos do EHS produzido pelo método de extracdo a

quente e a frio.

EHS
Atributos Escala Hedonica Escala da Intensidade

Quente Frio Quente Frio
Aparéncia 7a 6b 0a la
Aroma 6a 5b Oa la
Sabor 6a 4b Oa -la
Dogura S5a 4b -la -la
Acidez S5a 5b Oa 0b
Consisténcia 6a 5b Oa 0b
Avaliacdo global 6a 5b 0a -la

* Considera-se um nivel de significancia de 0,05 pelo teste de Wilcoxon. As letras, na
linha, representam as diferencas significativas entre os métodos de processamento (quente
e frio) para cada tipo de nota como escala hedonica (1 a 9) e da intensidade (-2 a 2) para
cada atributo.

Rodrigues e Moretti (2008) comentaram que porcentagens elevadas
de proteina em bebidas de soja agregam aspectos sensoriais negativos. Dessa forma,
compreende-se a preferéncia pelos provadores do EHS produzido pelo método de extragao
a quente, o qual apresentou teor proteico relativamente baixo (1,2 %) quando comparado
ao EHS produzido pelo método de extragdo a frio (2,6 %).

O EHS- extragdo a quente foi avaliado pelos provadores e 50 %
deles deram nota acima de 7 para aparéncia, indicando que gostaram regularmente (7) a
muitissimo (9), nota acima de 6 para os atributos aroma, sabor, consisténcia e avalia¢ao
global, demonstrando que gostaram entre ligeiramente (6) a muitissimo (9) dessa bebida.
Para acidez e dogura as notas ficaram acima de 5, indicando que parte dos provadores
foram indiferentes (5) a gostaram muitissimo (9) desses atributos no EHS.

Em relacdo ao EHS - extracdo a frio, 63 % dos provadores deram
nota abaixo de 4 para o atributo sabor, indicando que desgostaram muito a desgostaram
ligeiramente dessa bebida e um dos critérios de eliminacao do tratamento seria quando a
maioria dos provadores avaliassem o produto com nota igual ou menor que 4. Dessa
maneira, o método selecionado para produzir o EHS nos proximos experimentos foi o de
extragdo a quente.

O teste de intensidade (Tabela 4) indicou que todos os atributos
avaliados do EHS — extragdo a quente estavam intensos da maneira que os provadores
gostavam (nota 0), com excecao do atributo dogura, caracterizado como um pouco menos

intenso da maneira que os provadores gostavam (nota -1), demonstrando que os provadores
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preferem bebidas mais adocicadas. Brunelli e Venturini Filho (2012) concordaram com
essa observagao, pois ao realizar a analise sensorial de bebida mista de soja e uva com
diferente teor de so6lidos soluveis (10, 12 e 14 °Brix) obtiveram as maiores notas para a
bebida com 14 °Brix.

O EHS- extragdo a frio apresentou aparéncia € aroma um pouco
mais intenso do que os provadores gostavam, ja o sabor, a dogura ¢ a avaliagdao global foi
um pouco menos intensa do que gostavam, restando apenas a acidez e a consisténcia na
intensidade que gostavam (Tabela 4). Tais observacdes justificaram os resultados
medianos baixos das notas dos atributos avaliados a partir do teste da escala hedonica.
Dessa forma, como o EHS- extragdo a quente obteve maior aceitacdo pelos provadores,

esse método foi selecionado para produzir o EHS dos préximos experimentos.

6.3-Experimento 3

Esse experimento foi dividido em etapas (1 e 2). Na etapa 1 (topico
6.3.1 — com sub-topicos a, b, ¢ e d) foram apresentados os resultados das andlises
realizadas para o EHS. A etapa 2 (topico 6.3.2- com sub-topicos a,b, ¢ e d) foi representada

pelos resultados obtidos das analises do suco de uva.

6.3.1- Etapa 1 (Doses de radiacdo em EHS)

Nessa etapa foram realizadas as analises fisico-quimicas (Tabela 5,
Figura 15 e 16), bioquimicas (Figura 17), microbiologicas (Tabela 6) e sensoriais (Tabela
7) dos EHS submetidos a diferentes doses de radiagdo gama (2, 4 e 8 kGy), sendo zero o

grupo controle.

a) Analise fisico-quimica

O aumento da dose de energia ionizante ndo interferiu na maioria dos
parametros avaliados, com exce¢do do pH, acidez e proteina (Tabela 5). O pH e acidez sao
parametros inversamente proporcionais. O motivo pelo qual os valores do pH reduziram
enquanto os da acidez aumentaram ao elevar a dose de radiacdo, pode estar associado ao

tempo de exposicdo aos raios gama. Este tipo de energia pode induzir mudangas na
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estrutura das moléculas, como a separacao dos acidos fenolicos complexados a agucares e
proteinas (ANGELO; JORGE, 2007), tornando-se mais disponiveis na solucdo e

facilitando sua deteccao.

Tabela 5. Valores médios seguidos dos desvios padrdes das determinagdes fisico-quimicas
de EHS irradiado nas doses de 0, 2, 4 ¢ 8 kGy .

- &
Determinagdes (%) EHS- doses kGy

0 2 4 8

Kcal 59,01+0,44 58,73+1,91 59,02+1,33 58,244+1,96
Umidade (%) 85,65+0,07 85,84 +0,49 85,84 + 0,51 85,87 + 0,44
Cinzas (%) 0,38 +£ 0,00 0,39 £ 0,01 0,41 £0,01 0,42 + 0,02
Soélidos totais (%) 1435+ 0,07 14,51 +0,01 14,36 + 0,05 14,28 + 0,06
Soélidos soluveis (°Brix) 14,17 + 0,12 14,03 £0,25 14,17 £ 0,06 13,97 £0,31
pH 479+0,02a 4,74+0,08ab 4,66£0,04bc 4,58+0,02¢
Acidez )g 100 mL™) 0,27+0,0l¢c  0,28+0,01 bc 0,33+0,01b 0,38+0,01ab
Lipidios (%) 0,63 +£0,03 0,73 £ 0,04 0,80 +0,13 0,68 +0,11
Proteina (%) 1,29+0,09a 1,17+0,03ab 1,09+0,05ab 0,96+0,06b
Carboidratos (%) 12,05+0,04 11,88+0,42 11,86+0,59 12,08+0,40

As letras (linha) representam as diferengas significativas entre os EHS com diferentes
doses de radiacdo (0, 2, 4 e 8) a partir da comparagao multipla pelo teste de Bonferroni.
Auséncia de letra: nao houve diferenca significativa.*kGy= unidade de dose de irradiagcdo
ionizante.

A acidez do EHS ¢ proxima de 0,05 % (ABREU et al., 2007;
RODRIGUES; MORETTI, 2008). Entretanto os resultados da acidez obtidos nesse
trabalho foram maiores pela adi¢cao do acido ascorbico e do suco concentrado de maga, que
contém acidos organicos.

A reducdo significativa do teor de proteina ao elevar a dose de
radiag¢do (Tabela 5) pode estar vinculada a deaminagdo, onde forma-se amdnia a partir da
ruptura das ligagdes peptidicas do grupo amina com o aminoacido (SIDDHURAIJU;
MAKKAR; BECKER, 2002). Contudo, a deaminagao melhora a qualidade nutricional do
alimento, por tornar a proteina mais hidrofilica, aumentando sua solubilidade e
digestibilidade. Toledo ef al. (2007) ao analisarem alguns cultivares de soja, dentre eles o
BRS-213, encontraram aumento gradual da deaminacdo ao elevar as doses de radiagdo
gama em 2, 4 ¢ 8 kGy.

Embora o resultado do teor de proteina tenha reduzido ao elevar a

dose de radiacdo (Tabela 5), a qualidade da mesma pode ter melhorado, pois hé relatos na
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literatura que a radiacdo gama aumenta a solubilidade, o poder de emulsificacdo e a
estabilidade da proteina (PEDNEKAR et al., 2010).

Os EHS apresentaram reduzido teor de lipidios (Tabela 5), pois
essa macromolécula possui caracteristicas hidrofobicas, dificultando sua solubilizagdo em
agua (BRUM; ARRUDA; REGITANO-D’ARCE, 2009). Além disso, o método de
extracdo do EHS exige elevada temperatura para desnaturar os inibidores (Kunitz e
Bowman-Burk) das enzimas digestivas, tripsina e quimiotripisina (BRUNE et al., 2010), a
qual pode aumentar a interacdo carboidrato-proteina, pela reagdo Mailard (SHIBAO;
BASTOS, 2011) e a interagdo proteina-proteina, tornando-as menos soluveis (BENASSI;
PRUDENCIO; VAREA, 2012). Como consequéncia dessas interagdes, tais
macromoléculas ficardo retidas no okara e menos disponiveis na bebida.

O teor de carboidratos apresentados no EHS foi decorrente da
adi¢ao de suco concentrado de maga, utilizado para adogar a bebida, pois o EHS contém
poucos acucares (RODRIGUES; MORETTI, 2008). Achouri et al. (2008) e Barros (2012)
encontraram teores de proteina mais elevados nas faixas de 3,3 a 4,2 %, e 3,0 a 5,5 %,
respectivamente, quando comparado aos resultados do presente ensaio (Tabela 5). Os
primeiros autores utilizaram uma maquina que produz EHS (vaca mecdanica), a qual possui
uma centrifuga que auxilia na extracdo dos nutrientes. J4 a segunda autora utilizou o
método de extracdo a frio e uma propor¢do soja:dgua diferente, fatores que interferem na
composicao final do produto.

O EHS puro, sem aditivos, apresentando apenas a cor clara da soja,
por esse motivo o valor da luminosidade foi maior para essa bebida (Figura 15). Por outro
lado, os EHS suplementados com aditivos (suco concentrado de maca, acido ascorbico,
tocoferol e estabilizantes) apresentaram leve escurecimento, constatado pela redugdo dos
valores de luminosidade. O aditivo que provavelmente mais contribuiu com esse
escurecimento foi o suco concentrado de mac¢a (Figura 1), por apresentar cor marrom

(caramelizada), decorrente das reagdes de Maillard (SHIBAO; BASTOS, 2011).
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Figura 15. Valores de luminosidade (L), cor vermelha (+) ou verde (-) representado pelo
indice a*, cor de amarelo (+) ou azul (-) representado pelo indice b*, de EHS puro (sem
aditivos) e EHS (com aditivos) submetidos a diferentes doses de radiacdo gama (0, 2, 4 ¢ 8
kGy). As letras representam as diferencas significativas entre os tratamentos para cada um
dos parametros avaliados a partir da comparacao multipla pelo teste de Bonferroni.

Tashima e Cardello (2003) analisaram EHS adogado com sacarose
e com sucralose, e constataram que ambos os adocantes ndo interferiram na cor, mantendo
a tonalidade caracteristica da soja. Os autores obtiveram resultados semelhantes aos
encontrados para o EHS puro comparados aos obtidos neste ensaio (Figura 15) para o
indice a* e b*, em torno de 1 e 12, respectivamente.

O resultado positivo do indice a* e b* para os EHS 0, 2 e 4 indica
que as amostras apresentaram coloracdo amarela avermelhada (Figura 15), sendo a cor
amarela caracteristica da cultivar de soja e a cor avermelhada decorrente da adigdo do suco
concentrado de mag¢d. Da mesma forma, o tocoferol mesmo adicionado em pequenas
quantidades (0,05 g 100 mL™) pode ter contribuido na cor avermelhada (Figura 2). Ja o
EHS submetido a dose de 8 kGy apresentou o indice a* negativo (Tabela 15),
caracterizando a cor da amostra como amarela esverdeada. Nesse caso, o tom de verde foi
pouco representativo, pois o valor ficou proximo a zero. Por outro lado, essa amostra
continha menor porcentagem de proteina e lipidios que as demais, as quais estdo
relacionadas a cor da amostra (MA et al., 2015).

O indice a* teve seus valores reduzidos pela submissao dos EHS as

diferentes doses de radiagdo gama, indicando que os tons avermelhados ficaram mais
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claros (Figura 15). O mesmo foi confirmado para as tonalidades cromaticas-°Hue (Figura
16), sendo que o aumento dos resultados contribuiu na redugdo dos tons alaranjados (faixa
de 54 a 90 °), acentuando o tom amarelo do EHS (faixa de 90 a 126°). Tais variagdes
foram visualizadas quando elevou-se as doses (2, 4 e 8 kGy), sendo que apenas nao diferiu
a tonalidade do EHS controle (0) com o EHS submetido a 2 kGy (Figura 16). Contudo, Lee
et al. (2007) ao investigarem a interferéncia de diferentes doses de radiacao (10 a 30 kGy)
sobre as moléculas de arroz, concluiram que elevar as doses aumentou os tons amarelos
(indice b), pois a radiacdo gama foi capaz de romper as ligagdes glicosidicas dos
carboidratos ou oligossacarideos, originando produtos radioliticos capazes de transformar a

coloragao da amostra.

120.00 a
100,00 ¢ ¢ be P
80.00
60.00
40.00 LA 2 a a
2000 | aemiieeslE
0.00
i Chroma Hue
m puro 13.36 102,96
0 19.89 82.01
=) 16.83 81,85
-4 20,61 84,77
s 17.59 91.30

Figura 16. Valores de saturacdo de cor (Chroma) e tonalidade cromatica (°Hue) de EHS
puro (sem aditivos) e EHS (com aditivos) submetidos a diferentes doses de radiacdo gama
(0, 2, 4 e 8 kGy). As letras representam as diferencgas significativas entre os tratamentos para
cada um dos parametros avaliados a partir da comparagao multipla pelo teste de Bonferroni.

O EHS puro apresentou seu °Hue no tom predominantemente
amarelo, por ndo ser suplementado com os aditivos. J& a satura¢do de cor obteve o menor
resultado quando comparado aos outros tratamentos, indicando menor grau de
pigmentacdo, sendo esse EHS mais opaco e com tom mais fraco que os demais. No
entanto, a amostra que se mostrou mais saturada (intensa e brilhante), ou seja, com cor
mais vibrante foi o EHS submetido a dose de 4 kGy, caracteristica permitida pela adi¢do
do suco concentrado de maga e pelas possiveis reacdes de Maillard desencadeadas pela
radiagdo. Em contrapartida, na dose 8 kGy houve a reducdo do indice Chroma do EHS
(Figura 16), pelo destaque do tom amarelo, originado pela reducdo das melanoidinas

(presentes no EHS-4kGy) a partir dos glicosidios radioliticos (LEE et al., 2007)
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b) Analise bioquimica

Os resultados do EHS controle (Figura 17) para os compostos
fenolicos e capacidade antioxidante ficaram aquém aos resultados ( 1,36 a 1,83 pmol mL™)
encontrados por Ma e Huang (2014), os quais utilizaram o método de extragdo a frio que ¢
capaz de extrair mais soOlidos soluveis. Contudo, esses autores observaram que a
capacidade antioxidante (DPPH) quantificada em EHS esta relacionada aos compostos
fenolicos e agliconas (flavonoides) presentes no mesmo.

Ao comparar o EHS controle com as amostras irradiadas apenas a
bebida submetida a 8 kGy apresentou diferenca significativa no teor dos compostos
fenolicos. Entretanto, mesmo demonstrando reducdo de 34 % do teor dos compostos
fenolicos (antioxidantes) a capacidade antioxidante do EHS manteve-se estavel ao receber
as diferentes doses de radiagdo gama (Figura 17). Tewari ef al., (2014) ao irradiarem a soja
até 1 kGy ndo notaram diferenga nos compostos fendlicos quando comparados ao controle,

resultados que foram semelhantes ao deste estudo para a dose de 2 e 4 kGy.

0.80 a
0.70
0.60 ab ab
0.50 b
0.40
0.30
0.2
-
000 A
Compostos . Capacidade
il Flavonoides i
fenolicos antioxidante
m0 0.68 0,13 0,47
m?2 0,55 0,15 0.45
4 0.53 0.18 0.48
m3 0.45 0.22 0.45

Figura 17. Valores médios de EHS submetido a diferentes doses de radiacdo gama (0, 2, 4
e 8 kGy) para os componentes bioquimicos (compostos fendlicos- mg mL™; flavonoides-
mg mL™; ¢ capacidade antioxidante- pmol mL™ amostra). Auséncia das letras indica que
ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de comparacdo multipla
de Bonferroni.

As doses de radiagdo nao interferiram significativamente no teor de
flavondides do EHS, embora a bebida submetida a 8 kGy tenha aumentado 69% o teor

desse componente quando comparado ao controle (Figura 17). Contudo, Variyar et al.
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(2004) observaram aumento no teor de agliconas ao elevar a dose de radiacao gama de 0,5
a 5 kGy, indicando que a radiagdo induziu a ruptura dos glicosideos em isoflavonas livres,
as quais possuem maior capacidade antioxidante. Dessa maneira, ¢ possivel compreender o
motivo de reduzir os compostos fenolicos e a capacidade antioxidante ndo variar com o
aumento da dose de radiagao.

O tratamento térmico utilizado para produzir os EHS pode ter
catalisado a reagdo de hidrolise dos beta-glicosideos pela enzima beta-glicosidase
(ZHANG; CHANG; LIU, 2015), formando agliconas e essas associadas ao teor de outros
compostos fendlicos (0,68 mg mL™" ) do EHS (controle) podem justificar a elevada
atividade antioxidante associada a este tratamento (Figura 17). Nesse caso, para comprovar
se 0 método de produgdo do EHS e a técnica de conservacdo (doses de radiagdo gama)
interferiram no aumento das agliconas, seria necessario analisar por cromatografia as
isoflavonas presentes no EHS. Isto se justifica, pois a bebida com mais agliconas seria
considerada mais saudavel pelo fato de serem moléculas de baixo peso molecular e assim,

absorvidas mais facilmente pelo corpo humano (KANO et al., 2006).

c) Analise microbioldgica

A auséncia de microrganismos (Tabela 6) do EHS com tratamento
controle (zero) indica alta eficiéncia do tratamento térmico (bindmio: tempo/temperatura)
utilizado no processamento da soja. Apos o engarrafamento, os EHS foram submetidos as
doses de radiacdo gama, técnica de conservacao capaz de induzir a morte das células
microbianas a partir da radiagc@o ionizante (LIMA FILHO et al., 2012).

Embora a contagem para os bolores, leveduras e microrganismos
esporulados (Staphylococcus aureus e Bacilus cereus) tenha sido ausente (Tabela 6), ja se
conhece que entre as doses utilizadas (2 a 8 kGy) os esporos mantém-se resistentes
(GROLICHOVA; DVORAK; MUSILOVA, 2004), bem como alguns fungos filamentosos
e leveduriformes (OLIVEIRA et al., 2007). Entretanto, os resultados obtidos podem
demonstrar a eficiéncia do tratamento térmico sobre a eliminagdo dos microrganismos ou
ser devido as condigdes que foram mantidos os EHS antes de serem analisados, pois apos a
irradiag@o, os EHS foram congelados até o momento das anélises e a temperatura reduzida

ndo permite crescimento microbioldgico.
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Tabela 6. Resultados médios da contagem microbioldgica de EHS submetido a diferentes

doses de radiagdo gama (0, 2, 4 ¢ 8 kGy).

) . EHS
Microrganismos
0 2 4 8

Salmonela SP <10 <10 <10 <10
Coliformes totais <10 <10 <10 <10
Coliformes termotolerantes <10 <10 <10 <10
Staphylococcus aureus <10 <10 <10 <10
Bolores e leveduras <10 <10 <10 <10
Bacilus cereus <10 <10 <10 <10
Bactérias mesofilas <10 <10 <10 <10

Ribeiro et al. (2009) ao analisarem farelo de soja irradiado
observaram que as leveduras foram eliminadas a partir de 3,5 kGy e os fungos
filamentosos a partir de 8 kGy. J& Yun et al. (2012) contaram em graos de soja <10
unidades formadoras de colonias de (UFC) e auséncia de bolores e leveduras nas doses de
3 ¢ 5 kGy, respectivamente. Quanto as bactérias aerdbias totais, a contagem foi <10 U e
auséncia nas doses de 5 e 10 kGy, respectivamente. Entretanto, nesse experimento houve
auséncia de bolores, leveduras e bactérias mesofilas nos EHS, independentemente do

tratamento.

d) Analise sensorial

Desconsiderando as possiveis interferéncias da radiagdo gama
sobre as caracteristicas organolépticas da bebida, pode-se notar pela amostra do tratamento
controle que a maioria dos provadores gostou da mesma, ja que todos os atributos
receberam notas acima de 6 (gostaram ligeiramente a muitissimo) por pelo menos 50 %
dos provadores (Tabela 7), indicando que o método de extragdo do EHS foi eficiente em
manter a estabilidade sensorial da bebida.

Embora os consumidores estejam aceitando mais bebidas a base de
soja (BEHRENS; DA SILVA, 2004), a populacdo ocidental ainda se restringe a essa
bebida por associa-la ao sabor e aroma de feijao (beany flavour). Por esse motivo, mesmo
o EHS controle, obteve nota de 1 a 6, indicando que 50 % dos provadores desgostaram a
gostaram ligeiramente da bebida. Isso porque quando ocorre a oxida¢do térmica,

ocasionada pelo método de producao do EHS, as substincias originadas a partir da
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oxidagao lipidica, de aminoacidos, agucares e do acido fertlico conferem notas verdes e de
acidos graxos como compostos de aroma do EHS (KANEKO; KUMAZAWA;
NISHIMURA, 2011).

Tabela 7. Mediana das notas dos atributos dos EHS submetidos a diferentes doses de

radiacao (0, 2, 4 e 8 kGy).

EHS
Atributos Doses- kGy (Escala Hedonica) | Doses- kGy (Teste da Intensidade)
0 2 4 8 0 2 4 8
Aparéncia 6a 6a Ta Ta la lab Ob Ob
Aroma 6a 6a 6a 5b Oa Oa -la 1?
Sabor 6a 6a 6a 4b Oa -lab lab 2b
Avaliagao global 6a 6a Sa Sa la 1b -1b 1b

Considera-se um nivel de significancia de 0,05 pelo teste de Friedmann. As letras, na linha,
representam as diferengas significativas entre os EHS com diferentes doses de radiagdo
para cada tipo de nota, como escala hedonica (1 a 9) e da intensidade (-2 a 2), para cada
atributo.

Quando a bebida foi irradiada até 4 kGy as notas (escala)
permaneceram, em sua maioria, em 6 (gostei ligeiramente), ou seja, o aumento da dose até
4 kGy para o sabor do EHS, ndo o diferiu do controle. J& a amostra irradiada a 8 kGy, a
maioria dos provadores, perceberam diferenca no paladar quando comparado ao controle,
ficando as notas em torno de 4, que significa desgostei ligeiramente (Tabela 7). Tal
resultado contrariou as notas da analise sensorial obtidas por YUN et al. (2012), pois nao
encontraram diferenca significativa para o atributo sabor ao submeterem os graos de soja
as doses de 1 a 10 kGy. Provavelmente o motivo desse resultado foi pela baixa
porcentagem de umidade presente nos graos quando comparados ao EHS, evitando a
oxidacao.

A radiacdo gama pode provocar a radidlise da 4gua, formando
radicais livres (radical hidroxila, hidroperoxido e elétron hidratado), responséaveis por gerar
fatores interferentes (off-flavor) ao paladar e aroma da amostra (TEWARI et al., 2014). As
substancias originadas somente foram perceptiveis a partir da dose 8 kGy, pois os
provadores passaram a desgostar do EHS (Tabela 7). Possivelmente os resultados
medianos para o atributo aroma e sabor nas doses 2 ¢ 4 kGy foram iguais ao controle
devido a adi¢do do acido ascorbico e do tocoferol, os quais sdo considerados antioxidantes

e quando associados exercem sinergismo, aumentando seu potencial antioxidante
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(BERTOLIN et al., 2011). Dessa forma, a atividade antioxidante dos mesmos foi eficiente
sobre os possiveis radicais livres produzidos por estas doses de radiagao gama.

O motivo da maioria dos provadores acharem o aroma mais intenso
(1) e o sabor muito mais intenso (2) do que estdo acostumados do EHS submetido a 8 kGy
foi possivelmente resultante da oxidacdo dos acidos graxos poliinsaturados presentes na
bebida, reacdo catalisada por radicais livres originados pela radiagdo gama. Apesar de estes
radicais livres e hidroperoxidos ndo terem nenhum sabor, a sua cisdo produz aldeidos e
cetonas de aroma ¢ sabor acentuados (ALMEIDA-MURADIAN; PENTEADO, 2007).
Além disso, os autores descreveram o sabor de amostras oxidadas como rangoso, de peixe,
oleoso e metalico.

Diante desses resultados a dose 8 kGy foi eliminada como opgao de
técnica de conservacdo para a bebida mista que foi produzida e avaliada no experimento 4,
pois o critério era descartar o tratamento que obtivesse nota igual ou abaixo de 4
(indicando o desgostar da bebida). A dose de radiagdo gama que se destacou para o EHS
foi 4 kGy, por manter as caracteristicas sensoriais semelhantes ao controle e por fornecer
mais energia que a dose 2kGy, diminuindo a possibilidade de crescimento microbiologico

na amostra.

6.3.2- Etapa 2 (Doses de radiagdo em Suco de uva)

Nessa etapa foram realizadas as andlises fisico-quimicas (Tabela 8
e Figura 18), bioquimicas (Figura 19), microbiolédgicas (Tabela 9) e sensoriais (Tabela 10)
dos sucos submetidos as diferentes doses de radiagdo gama (2, 4 e 8 kGy), sendo zero o

controle.

a) Analise fisico-quimica

A legislagdo permite um erro de 20 %, para mais ou para menos,
nos valores dos componentes nutricionais informados nos rotulos dos produtos em relagdo
ao encontrado na analise (BRASIL, 2003). Dessa maneira, segundo a TACO (2011), tabela
brasileira de composicdo dos alimentos, o suco de uva apresenta 85 % de umidade, 58
Kcal, tragos de proteina e lipidios, e 0,2 % de cinzas. Diante dessas determinacdes, 0s

resultados obtidos para os sucos do presente experimento ficaram de acordo com a TACO
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em relacdo a umidade e cinzas. J& a caloria ultrapassou para todas as amostras os 20 % a
mais do permitido pela legislagdo com exce¢ao do suco submetido a 2 kGy. Como a
caloria ¢ calculada a partir da quantidade de proteina, lipidios e aglicares, e o suco do
tratamento 2 kGy apresentou menor porcentagem de agucares que os sucos dos demais
tratamentos, logo, o seu valor da caloria foi menor.

A porcentagem da umidade variou entre os tratamentos, com
destaque para suco submetido a 2 kGy. Porém, essa variagdo ndo se deve a interferéncia da
radiagdo gama e sim ao método de producdo do suco (Tabela 8), o qual foi obtido em
panela extratora. Esse equipamento usa vapor d’ &gua, que por arraste extrai os
componentes da uva para o suco, sendo que essa agua exogena (incorporada ao suco) pode

variar no decorrer da extragao do suco (BRESOLIN; GULARTE; MANFROI, 2013).

Tabela 8. Valores médios seguidos do desvio padrdao da composi¢ao fisico-quimica de suco
de uva submetido a diferentes doses de radiacdo gama (0, 2, 4 e 8 kGy).

Determinagdes (%) Suco- dose (kGy)

0 2 4 8

Kcal 73,48+1,00b  59,88+0,49c  78,35t,822 76,28+0,68ab
Umidade (%) 81,54+£029b 8512+0,13a 80,32+0,18c 80,82+0,18 be
Cinzas (%) 0,18 + 0,04 020+£0,01  0,19+0,03 0,22+ 0,01
Solidos totais (%)  18,46+0,29b 14,88+0,13¢c 19,68+0,18a 19,18 +0,18 ab
Sol. soltiveis(°Brix) 18,45+0,05¢ 14,93+0,10d 20,62+0,06a 19,37 0,08 b
pH 3,55+0,01°  349+001b 3,59+003a 3,44+001c
Acidez (g 100mL™") 0,58 +0,02¢  0,69+0,01b 0,72+0,01b 0,90+ 0,01 c
“Ratio” 32,10£0,83a 21,64+£024b 28,71+0,54a 21,46+023b
Lipidios (%) 0,07+0,00ab 0,06+0,01b  0,07+0,00ab 0,08+ 0,00 a
Proteina (%) 0,21 + 0,06 0,15+£0,03  0,18+0,00 0,20 + 0,01
Aglcares totais (%) 17,00+0,32 14,4740,07  19,24+0,02 18,68+0,16

* Considera-se um nivel de significancia de 0,05 pelo teste de Bonferroni. As letras, na
linha, representam as diferengas significativas entre os EHS com diferentes doses de
radiagao.

Ao comparar os tratamentos, como os valores médios da umidade
do suco submetido a 2 kGy foi diferente dos demais , consequentemente 0 mesmo ocorreu
para os agucares totais, grande representante dos solidos totais e soltiveis (Tabela 8). Dessa
forma, a diferenga dos resultados da composi¢do fisico-quimica entre os tratamentos nao ¢
resultante das diferentes doses de radiacdo gama, mas sim pelo método de extragdo do
suco. A acidez tituldvel, diferentemente, apresentou aumento quando se elevou a dose de

radiagcdo gama, ja que a mesma ¢ capaz de induzir mudancas na estrutura das moléculas,
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como a separacao dos acidos fendlicos complexados a agticares e proteinas, possibilitando
sua detecgdo nessa andlise (ANGELO; JORGE, 2007). Este resultado concorda com Arje,
Barzegar e Ali Sahari (2015), que ao analisarem suco de cereja irradiado (0,5 a 6 kQGy),
observaram que o aumento da dose de radiagdo induziu o aumento dos acidos organicos,
principalmente o acido malico e oxalico, elevando a acidez total.

Ozcan, Alpar e Al Juhaimi (2015) analisaram suco de variedades
de uva da Turquia e encontraram resultados superiores de proteina (0,44 %), acidez (1,26
%) e pH (7,46) aos observados nesse experimento (Tabela 8). Entretanto, a composi¢do
fisico-quimica do suco pode variar dependendo da variedade da uva, da maturagdo,
condigdes edafo-climaticas e tecnologia empregada na extragdo (MARZAROTTO, 2010).

Os resultados dos parametros avaliados para os sucos de uva
(tabela 8) ficaram em conformidade aos limites estabelecidos pela legislacdo vigente
(BRASIL, 2000; 2010), a qual exige que a acidez total minima seja 0,41 % e a maxima
0,90 %, solido soluvel minimo de 14 °Brix, actcares totais maximo de 20 % e “Ratio”
(so6lidos soluveis/acidez) maximo de 45 e minino de 15.

Dutra et al. (2014) produziram também suco de uva com a
variedade Isabel precoce em panela extratora e encontraram valores proximos ao desse
estudo (Tabela 8) para solidos soluveis (14,6 °Brix), acidez titulavel (0,63 %) e pH (3,33).

Lima et al. (2015) ao utilizar diferentes temperaturas na produgao
do suco de uva encontraram reduc¢do das antocianinas na maior temperatura. Dessa
maneira, a amostra que representou essas alteragcdes nas antocianinas e por consequéncia
na cor, foi o suco de uva controle, nao constando as possiveis interferéncias causadas pela
radiag¢do. Gurak et al. (2008) analisaram sucos uva tinta comerciais e obtiveram resultados
de luminosidade proximos aos encontrados nesse experimento (Figura 18).

Os resultados da luminosidade, do indice a*, b*, ¢* e do °Hue
demonstraram que as doses de radiagdo interferiram na cor do suco de uva (Figura 18) e o
seu principal representante de cor ¢ a antocianina (MALACRIDA; MOTTA, 2006), a qual
possivelmente apresentou alta porcentagem de degradacdo quando exposta a irradiacio
(MOHAIJER et al., 2014).

O aumento das doses de radiacdo gama deixaram a bebida mais
clara, ficando o suco de uva controle com menor valor de luminosidade e dose de 8 kGy
com o maior valor (Figura 18). Contudo, Arjeh, Barzegar e Ali Sahari (2015) ao submeter

suco de cereja a diferentes doses de radiagdo gama (0,5 a 6 kGy) também tiveram o
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resultado da luminosidade aumentado, decorrente das alteragdes ocorridas com as

antocianinas.
2000 aa
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Figura 18. Valores de luminosidade (L), intensidade de vermelho (+) ou verde (-)
representado pelo indice a*, intensidade de amarelo (+) ou azul (-) representado pelo indice
b*, saturacdo de cor (Chroma) e tonalidade cromatica (°Hue) de suco integral de uva
submetido a diferentes doses de radiacdo gama (0, 2, 4 e 8 kGy). As letras representam as
diferengas significativas entre os tratamentos para cada um dos parametros avaliados a partir
da comparagao multipla pelo teste de Bonferroni.

O indice a* positivo demonstrou que os sucos de uva apresentaram
cor vermelha. Além disso, houve aumento gradual ao elevar a dose de radiacao,
possibilitando observar que houve alteragdo nos tons de vermelho. O suco de uva irradiado
apresentou resultados para o indice a* semelhantes aos de néctares de uva (MAMEDE et
al., 2013). O indice b negativo para os sucos controle e submetido a 2 kGy demonstrou
tons azulados, indicando que sd@o mais escuros que os sucos submetidos a 4 ¢ a 8 kGy, os
quais constaram o indice b* positivo (Figura 18).

Elevar as doses de radiag@o induziu o aumentou da saturagdo de cor
(indice Chroma), indicando que as amostras de sucos ficaram com tons mais vibrantes. J&
as tonalidades cromaticas (°Hue) tiveram seus resultados reduzidos, indicando que a
amostra perdeu seus tons azulados (suco controle e submetido a 2 kGy) e ganhou tons
vermelho arroxeados (MINOLTA, 1998). Neste sentido, as alteragdes promovidas pelos
raios gamas, os quais podem ter aumentado os grupos metoxilas nas formas estruturais das

antocianinas, promovendo a mudanga da cor azul para rosa da amostra ou favorecendo a



73

hidrolise glicosidica das antocianinas o que também caracteriza a perda da cor das mesmas

(LEE et al., 2009; MALACRIDA, MOTTA, 2006).

b) Anéalise bioquimica

Lima et al. (2014) quantificou o teor de compostos fendlicos (0,78
mg mL™") , flavonéides (0,11 mg mL") ea capacidade antioxidante (10 mmoL TEAC LY
em suco da variedade Isabel Precoce. Os resultados ficaram aquém dos obtidos nesse
experimento (Figura 19), embora seja a mesma variedade de uva, a técnica de
processamento foi diferente o que possivelmente contribuiu na distancia entre os valores
para os referidos parametros. Por outro lado, alguns autores quando analisaram sucos
comerciais de uvas tintas brasileiras (GRANATO et al., 2015) e espanholas (MORENO-
MONTORO et al., 2015) encontraram resultados que foram semelhantes aos desse
experimento para compostos fendlicos (1,2 e 1,17 mg mL™") e flavondides (0,5 e 0,9 mg

-1 .
mL™), respectivamente.
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Figura 19. Valores médios de suco integral de uva submetido a diferentes doses de
radiagdo gama (0, 2, 4 e 8 kGy) para os componentes bioquimicos (compostos fendlicos-
mg mL™'; flavondides- mg mL™'; e capacidade antioxidante- mmoL TEAC L™). As letras
representam as diferengas significativas entre os sucos com diferentes doses de radiacao
(p<0,05) a partir do teste de comparagao multipla de Bonferroni.
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A radiagdo gama induziu aumento significativo dos compostos
fendlicos na dose de 4 kGy, ja na dose de 8 kGy o teor manteve-se proximo ao encontrado
para o suco controle (Figura 19). SONG et al. (2006) exibiram condi¢do similar para suco
de cenoura irradiado a 3 kGy, que demonstrou aumento do teor dos compostos fenolicos e
a 5 kGy a manutencdo do teor quando comparado ao controle, no momento inicial da
estocagem. O aumento dos compostos fenolicos foi associado a agdo da radiagdo gama,
contribuindo a partir das moléculas maiores com a formagdo de varias moléculas menores,
além da liberagao dos compostos fenolicos que estavam complexados aos componentes
glicosidicos pela ruptura de suas ligacdes (LEE et al., 2009).

O suco controle quando comparado aos sucos submetidos as
diferentes doses de radiacdo ndo apresentou diferenca significativa para os teores de
flavondides e para a capacidade antioxidante (Figura 19). O mesmo efeito ocorreu para a
capacidade antioxidante em sucos de cereja, os quais foram submetidos a variadas doses de
radiacdo gama como 0,5 a 6 kGy (ARJEH; BARZEGAR; ALI SAHARI, 2015).
Entretanto, ao fazer analogia dos resultados obtidos para o suco produzido pela panela
extratora nesse experimento com outro método de producdo (processamento de fluxo
continuo, envolvendo a tritura¢do da uva, aquecimento, adicdo de enzimas pectinoliticas e
centrifugacdo) foi possivel notar que os autores encontraram valores maiores de
flavondides (antocianinas, catequina, epicatequina, quercetina, miricetina e kaempferol)
com 2,12 mg mL", dos compostos fenolicos com 3,38 mg mL"' e da capacidade

antioxidante com 54 mmoL TEAC L' (TOALDO et al., 2015).

c) Analise microbioldgica

A contagem microbioldgica dos sucos de uva adequou-se ao
exigido pela legislagdo (RDC n° 12, de 2 de janeiro de 2001), a qual determina somente
limites para Coliformes termotolerantes e Salmonella em suco de uva (BRASIL, 2001b),
demonstrando auséncia desses microrganismos para todos os tratamentos realizados
(Tabela 9).

Sabe-se que o suco de uva por apresentar pH baixo pode apenas
conter bolores, leveduras e bactérias acido lacticas (MARZAROTTO, 2010). Contudo, o
suco do tratamento controle apresentou contagem para bolores e leveduras, os quais

apresentaram resisténcia térmica, ja que para produzir o suco atingiu-se 85 °C. Entretanto,
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mesmo contendo essa quantidade de fungos nao houve produgdo de metabdlitos, uma vez
que as amostras ficaram refrigeradas até o dia das andlises. Em temperaturas baixas, os
microrganismos podem ndo estar na forma vegetativa, ou seja, ndo conseguindo se
multiplicar ou produzir substincias deteriorantes, permanecendo estavel a qualidade

organoléptica do suco, caracteristica que permite a ingestdo da bebida.

Tabela 9. Resultados médios da contagem microbiolégica de suco de uva submetido a
diferentes doses de radiagdo gama (0, 2, 4 ¢ 8 kGy).

Microrganismos Suco
0 2 kGy 4 kGy 8 kGy

Salmonela SP <10 <10 <10 <10
Coliformes totais <10 <10 <10 <10
Coliformes termotolerantes <10 <10 <10 <10
Staphylococcus aureus <10 <10 <10 <10
Bolores e leveduras 2 x10° UF¢* <10 <10 <10
Bacilus cereus <10 <10 <10 <10
Bactérias mesofilas <10 <10 <10 <10

*UFC=unidades formadoras de coldnia

Com excecdo da presenca dos bolores e leveduras, a auséncia do
restante dos microrganismos analisados no suco controle indicou que o método de extracao
do suco de uva foi eficiente para eliminéd-los caso estivessem na bebida. Além disso, todas
as doses de radiagdo gama foram capazes de reduzir a zero a carga microbiana dos sucos
de uva (Tabela 8), caracterizando a bebida com padrdes fitossanitarios adequados ao
consumo. Tal resultado se contrapds ao observado por Alighourchi, Barzegar e Abbasi
(2008) que ao irradiar (0,5 a 10 kGy) suco de roma obtiveram reducdo da populagdo
microbiana a partir da dose de 3,5 kGy.

d) Analise sensorial

O suco controle apresentou as maiores notas medianas dos
atributos quando comparado aos sucos submetidos as doses de radiacdo gama. Os
resultados encontrados para aparéncia e sabor do suco controle foram semelhantes (Tabela

10) aos resultados obtidos por PONTES et al. (2010), sendo seus valores médios 8 e 7,
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respectivamente. Os autores analisaram sensorialmente sucos de uva comercializados no
Brasil.

Os provadores gostaram mais da aparéncia da amostra controle do
que a dos sucos irradiados, apresentando redu¢ao das notas da escala hedonica ao elevar a
dose de radiagdo gama, sendo que somente a amostra 2 kGy ndo diferiu do controle. Os
resultados indicaram para o atributo aparéncia, que os painelistas gostaram muito,
gostaram regularmente, gostaram ligeiramente e desgostarem ligeiramente da amostra
controle, 2, 4 e 8 kGy, respectivamente (Tabela 10). O motivo dos provadores desgostarem
da aparéncia do suco irradiado a 8 kGy foi desencadeado pela radiagdo gama que alterou a
cor dos sucos de uva (Figura 18 e 21) a partir das modificagdes ocorridas sobre as
antocianinas (MOHAJER et al., 2014).

Os resultados obtidos pela escala heddnica indicaram que todas as
doses de radiagdo gama (2, 4 e 8 kGy) interferiram significativamente no aroma, sabor e
avaliacdo global dos sucos de uva quando comparados a amostra controle (Tabela 10).
Entretanto, na literatura os relatos demonstram que ndo houve alteracdo significativa no
perfil sensorial ao submeter até¢ a dose de 5 kGy suco de vegetais (SONG et al., 2007),
suco de tamarindo (LEE et al., 2009), suco de couve ¢ ashitaba (4dngelica keiskei) (JO,
AHN; LEE, 2012) e suco de manga (NARESH et al., 2014).

Tabela 10. Mediana das notas dos atributos dos sucos de uva submetidos a diferentes doses
de radiagdo gama (0, 2, 4 ¢ 8 kGy).

Suco de uva
Atributos Doses- kGy (Escala heddnica) | Doses- kGy (Escala da Intensidade)
0 2 4 8 0 2 4 8
Aparéncia 8a 7ab 6b 4c Oa Oab -lac -2d
Aroma 8a 5b 6b 4c Oab la -lab -1b
Sabor 7a 5b 6b 4b 0a la -la -2b
Avaliagao Geral 8a 6b 6b 4c Oa -lab -1b -2¢

* Considera-se um nivel de significancia de 0,05 pelo teste de Friedmann. As letras, linha,
representam as diferencas significativas entre os sucos com diferentes doses de radiacao
para cada tipo de nota, como da escala hedonica (1 a 9) e da intensidade (-2 a 2) para cada
atributo.

Entre as amostras irradiadas o suco submetido a 4 kGy apresentou
as maiores notas da escala hedonica para o aroma e sabor, indicando que pelo menos 50 %
dos provadores gostaram ligeiramente a gostaram muito de ambos os atributos. Ja o suco

irradiado a 8 kGy apresentou para todos os atributos nota mediana 4, demonstrando que 50
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% dos provadores deram nota entre 1 a 4, ficando os resultados entre desgostaram
muitissimo a desgostaram ligeiramente (Tabela 10). O que justifica as notas baixas para o
suco de uva irradiado a 8 kGy sdo as substancias formadas a partir da exposi¢@o a radiagao
gama que tornaram-se mais perceptiveis sensorialmente a partir da dose de 8 kGy. O
mesmo efeito negativo foi confirmado por Lee et al. (2009) que ao submeter suco de
tamarindo a 10 kGy as amostras apresentaram sabor e aroma acentuados (off flavor).

O suco submetido a 8 kGy apresentou intensidade inadequada ao
critério dos provadores para todos os atributos, indicando que o sabor estava muito menos
intenso do que gostavam para suco de uva , em contraste das amostras irradiadas a 2 ¢ 4
kGy que nao diferiram significativamente da amostra controle, a qual os provadores
demonstraram que a intensidade estava da maneira que gostavam. Esses resultados
discordaram dos obtidos por Verruma-Bernardi e Spoto (2003), que ao submeter suco de
laranja até 3 kGy encontraram comentarios na analise sensorial que a bebida irradiada
apresentou gosto de passado ou cozido, sendo que essa caracteristica foi descrita apenas
para a amostra irradiada a 8 kGy nesse experimento.

Dessa forma, os resultados indicaram que entre as doses de
radiagdo gama observadas nesse experimento, a de 4 kGy foi a mais adequada na
manuten¢do da qualidade organoléptica do suco de uva, além de apresentar maior potencial

esterilizante em relagdo a dose de 2 kGy, sendo esta dose selecionada para o experimento

4.

6.4- Experimento 4 (Bebida mista-Vida de prateleira)

Nesse experimento foram realizadas as analises fisico-quimicas
(Tabela 11, 12, Figura 20, 21, 22, 23, 24 e 25), bioquimicas (Tabela 13 e 14),
microbiologicas (Tabela 15) e sensoriais (Tabela 16, 17, 18, Figura 26 e 27) das bebidas
mistas de extrato hidrossoluvel de soja e suco de uva irradiado a 4 kGy, mantidas na
temperatura ambiente (24 °C) e sob refrigeragdo (4 °C), com ou sem adi¢do de

conservante.
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a) Andlise fisico-quimica

A analise fisico-quimica das amostras mantidas na temperatura
ambiente (25 °C) com adi¢do (AC) ou ndo de conservante (A) foi realizada somente no
més inicial da produ¢do da bebida mista (Tabela 11), pois ambas ja estavam deterioradas
ap6s 1 més e 5 dias da data do processamento. Ja as amostras mantidas sob refrigeragao e
principalmente as que tiveram adi¢do de conservante (4cido benzodico) permaneceram
adequadas ao consumo (sem metabolitos deteriorantes) no decorrer da vida de prateleira.
Este resultado demonstrou que a amostra do tratamento que associou a técnica de radiagao
gama (4 kGy) com a refrigeracao (+ 4°C) foi mais eficiente para a manutencao estavel das
caracteristicas quimicas da bebida mista de EHS e suco de uva (tabela 11 e 12). Esta
pratica evitou o crescimento microbioldgico, bem como a producdo de metabolitos a partir
das substancias presentes nas bebidas o que levaria a alteracdo da composicio fisico-

quimica e sensorial.

Tabela 11. Valores médios seguidos do desvio padriao da andlise fisico-quimica da bebida
mista de EHS e suco de uva irradiada a 4 kGy do més inicial (cinco dias apds a produgdo
do EHS), mantida a temperatura ambiente (A) e sob refrigeracao a 4 °C (R) e com adicao
de conservante (AC e RC).

Determinagoes A R AC RC
Kcal 56,61+0,92 57,96+1,03 56,57+0,45 57,30+1,17
Umidade (%) 85,96+0,14 86,00+0,28 85,98+0,15 85,93+0,39
Cinzas (%) 0,38+0,04 0,37+0,04 0,47+0,03 0,46+0,02
Soélidos Totais (%) 14,04+0,14 14,00+0,28 14,02+0,15 14,07+0,37
So6l. Solaveis (°Brix) 13,87+0,21 13,87+0,31 13,90+0,20 13,97+0,31
pH 4,26+0,04 4,12+0,13 4,22+0,05 a 3,92+0,12 b
Acidez (g 100mL™")  0,55+0,08 0,66+0,20 0,60+0,04 0,75+0,13
Lipidios (%) 0,39+0,05 b 0,69+0,16 a 0,48+0,01 0,59+0,17
Proteina (%) 0,52+0,04 a 0,40+0,06 b 0,39+0,03 0,54+0,15
Carboidratos (%) 12,74+0,09 12,54+0,23 12,68+0,10 12,49+0,33

Letras minusculas, na linha, comparam amostras mantidas em locais diferentes (A x R) e
adicao de conservante-acido benzdico (AC x RC) pelo teste T.

O teor de lipidios e proteinas na bebida mista faz referéncia a
qualidade nutritiva do EHS, ja que o suco de uva apresenta tragos dos tais parametros.
Porém, ao misturar o EHS com o suco de uva, na proporcao 1:1, ocorreu a reducgao do teor

dessas macromoléculas em funcdo do efeito diluidor. Da mesma maneira, ainda foi
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necessario adicionar suco concentrado de maga para corrigir os solidos soluveis para 14
°Brix (Tabelas 11 e 12).

Somente o teor de lipidios e de proteinas foi diferente entre as
amostras A e R (Tabela 11). Possivelmente, este efeito ndo pode ser atribuido
exclusivamente as condi¢des de temperatura (ambiente-25°C x refrigeracdo 4°C), mas
provavelmente em funcdo da técnica de produgdo artesanal do EHS e do suco de uva
(Tabela 11 e 12). Porém, as amostras (AC e RC) com adicdo do conservante tiveram a
contribuicdo do 4cido benzbdico na reducdo do pH e consequente aumento da acidez
titulavel quando comparadas com as amostras sem conservante (A e R) (Tabela 11).

Lima e Cardoso (2012) obtiveram valores para a Kcal (36,0) de
bebida de soja e acerola enriquecida com calcio inferiores aos resultados encontrados nesse
estudo, apesar de apresentarem resultados maiores para lipidios (0,7 %) e proteina (0,8 %)
a porcentagem dos carboidratos foi baixa (6,7 %).

Brunelli e Venturini Filho (2012) e Uliana (2009) ao analisarem
bebida mista de EHS com suco de uva, e EHS com amora, respectivamente, encontraram
resultados proximos aos obtidos nesse experimento (Tabela 11 e 12) para a umidade (85,47
e 85,94 %), lipidios (0,49 e 0,62 %), cinzas (0,34 ¢ 0,45 %) ¢ acidez (0,50 ¢ 0,53 %). Os
resultados de proteina foram semelhantes aos de Abreu ef al. (2007), os quais avaliaram a
composicdo quimica e fisico-quimica em bebida mista de EHS e frutas tropicais e
encontraram uma variagdo do teor de proteina entre 0,1 a 0,9 %. Esses autores nao
utilizaram a radiagdo gama como técnica de conservagdo em suas bebidas ¢ mesmo assim
houve proximidade dos resultados com os obtidos nesse trabalho, indicando que a dose de
4 kGy ndo interferiu na composi¢do fisico-quimica das amostras no decorrer da vida de
prateleira.

Na literatura ha alguns resultados para o teor de proteina, maiores
(1 a 3 %) aos encontrados nesse experimento (Tabela 11 e 12). Estas porcentagens podem
variar em func¢do da propor¢do soja : agua, utilizada no processamento do EHS, pois
quanto menor o volume de dgua maior serd o teor dos solidos soluveis. Além disso, pode-
se adicionar a proteina isolada da soja para enriquecer nutricionalmente a bebida
(CALLOU et al., 2010), ou utilizar a vaca mecanica, equipamento especifico para produzir
o EHS, o qual contribui na extragdo das macromoléculas (OLIVEIRA et al., 2011;
RODRIGUES; MORETTI, 2008).
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A composicdo fisico-quimica das amostras mantidas sob
refrigeragdo e sem adi¢do do conservante (acido benzoico) apenas ndo foi realizada no
quinto € no nono més, pois as mesmas tiveram contagem elevada de microrganismos, o

que levou a deteriorag¢do das bebidas (Tabela 12).

Tabela 12. Valores médios da composicdo fisico-quimica de bebida mista de EHS com
suco de uva irradiada a 4 kGy, mantida sob refrigeracdo a 4 °C, com (RC) e sem (R)
conservante no prazo de nove meses.

1 A 0
Mese  Amostra . Determinacdes (%)
*Umid . *Carb

$ $ Kcal Cinzas *SS pH *Acid. *Lip. *Prot.

Inicia R 57,96 86,00 037b 13,87 4,12 0,66 0,609 040 12,64
1 RC 57,39 8593 046aA 1397 3,92 0,75 0,59 0,54 12,58

R 56,60 86,11 0,42 13,80 420 0,53 0,55 0,51 12,41

2 RC 56,82 8599 035B 1390 411 067 043 043 12,80
; R 5649 8621 039a 13.67 405 051 057 050 1231
RC 5700 86,06 0,14bC 13.83 407 049 032 046 12,97
R .
> RC 5627 8618 032B 1373 407 056 045 048 12,57
; R 5642 8618 044 1375 416 053 058 056 1224
RC  57.67 86,00 043A 13.88 413 0,52 067 051 1239
. R .

RC 57,00 85,89 0,36B 14,02 4,08 0,53 047 0,50 12,94
Letras mintsculas na coluna comparam amostras com e sem conservante para um mesmo
més pelo teste T. Letras maiusculas na coluna diferem a amostra com a mesma
caracteristica entre os meses pelo teste de Bonferroni. *Umid.: umidade; *SS: solidos
solaveis (°Brix); *Acid.: acidez (g 100 mL"); *Lip.: lipidios; *Prot.: proteina;
*Carb.:carboidratos.

Além da aplicacdo da radiagdo gama e da refrigeracdo, as técnicas
utilizadas para produzir o suco de uva e do EHS, embora artesanais, contribuiram para a
maioria dos pardmetros avaliados estabilidade dos resultados no decorrer da vida de
prateleira. Dessa forma os pardmetros ndo apresentaram variacao significativa tanto para as
amostras sem adicdo de conservantes (R) como para as que tiveram adi¢do do acido
benzodico (RC). Como excecao do teor de cinzas que variou significativamente entre as
amostras R e RC no més inicial e no terceiro més. Além disso, variaram para as amostras
refrigeradas com conservante (RC) entre os trés primeiros meses de vida de prateleira
(Tabela 12). Morales de la Pena et al. (2011) analisaram o perfil mineral de bebida de EHS

com suco de fruta e encontraram estabilidade dos mesmos durante o periodo de estoque.
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As amostras mantidas a temperatura ambiente (A e AC)
apresentaram resultados maiores de luminosidade quando comparadas as bebidas mantidas
sob refrigeracdo (R e RC), indicando que as amostras que ficaram armazenadas em local
com maior temperatura (25 °C) apresentaram tons mais claros que as amostras mantidas em
menor temperatura a 4 °C (Figura 20). Segundo Lee et al. (2007) as amostras irradiadas a
baixas temperaturas ou congeladas apresentaram a reorganizacao das suas moléculas em
fun¢do da refrigeracdo, condicdo que impede a mobilidade dos radicais livres formados pela
radiolise, evitando possiveis alteracdes quimicas. Diferentemente das amostras mantidas na
temperatura ambiente que apresentam estrutura quimica mais vulneravel a radidlise, o que

possivelmente induziu a mudanca de cor.

6000 +~2bb

40.00 paba a a baba a b
s I mcm i :

-20,00 L a* b* Chroma °Hue
mAC| 54,67 14,37 592 15,54 22.41
mA 51,00 18,41 0.98 18,44 3,05

RC 45,15 19,94 -2,49 20,09 172,89
mR 42.96 21,11 -2,22 21,23 174,01

Figura 20. Valores de luminosidade (L), intensidade de vermelho (+) ou verde (-)
representado pelo indice a*, intensidade de amarelo (+) ou azul (-) representado pelo indice
b*, saturagdo de cor (Chroma) e tonalidade cromatica (°Hue) de bebida mista de EHS e
suco de uva irradiada a 4 kGy do més inicial (coleta de 5 dias ap6s a produgao), mantida na
temperatura ambiente e com adi¢cdo de conservante (AC) e sem adi¢do de conservante (A);
mantida sob refrigeracdo com adi¢do de conservante (RC) e sem adicdo (R). As letras
representam as diferencas significativas entre os tratamentos para cada um dos pardmetros
avaliados a partir da comparagao multipla pelo teste de Bonferroni.

Os valores obtidos para o indice a* e b* demonstraram cor vermelha
amarelada para as bebidas mantidas na temperatura ambiente sem (A) ou com (AC) adi¢ao
de conservante e cor vermelha azulada para as bebidas mantidas sob refrigeracao, sem (R) ou
com (RC) conservante. O indice chroma indicou que as amostras A e AC apresentaram
menor saturacdo de cor que as amostras R e RC, ou seja, a bebida mantida na temperatura

ambiente ficou com cores mais fracas e opacas (Figura 20). Provavelmente, estas
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caracteristicas foram formadas em fun¢ao da ac¢ao dos radicais livres, oriundos da radiacao
gama, sobre os carboidratos rompendo suas ligacdes glicosidicas, desencadeando a reacao de
Maillard (LEE et al., 2007), bem como sobre as antocianinas presentes no suco, as quais
podem sofrer hidrolise glicosidica (LEE et al., 2009) ou até serem degradadas (MOHAJER
et al., 2014). Tais alteragdes induzem a mudancga de cor da amostra.

Embora as bebidas mistas tenham recebido a mesma dose de
radia¢do gama (4 kQGy), e produzidas com a mesma cultivar de soja (BRS-213) e variedade
de uva (Isabel Precoce), a diferenca de temperatura em que foram estocadas foi o que
contribuiu na variagdo de tonalidade (°Hue) entre as bebidas mantidas na temperatura
ambiente e as refrigeradas, ficando as amostras A e AC com tons vermelhos arroxeados e as
amostras R e RC com tons roxos azulados (Figura 20). As alteragdes de cores foram

visualizadas entre os tratamentos (Figura 21).

1A 2AC 3R 4RC
Figura 21. Bebida mista de EHS e suco de uva irradiada a 4 kGy em copinhos de acrilico,
contendo no primeiro da esquerda: (1A) amostra mantida na temperatura ambiente (24°C) e
sem conservante; no segundo: (2AC) amostra mantida na temperatura ambiente (24°C) e
com conservante acido benzoico; no terceiro: (3R) amostra refrigerada (4°C) e sem

conservante; e no quarto: (4RC) amostra refrigerada (4°C) e com conservante 4cido
benzodico.
Nao se determinou a coloragdo da bebida refrigerada e sem

conservante dos meses S5 e 9, pois essas amostras estavam contaminadas
microbiologicamente, constando os resultados da coloragdo das amostras refrigeradas sem
conservante do més 2, 3 e 7 (Figura 22).

Os resultados positivos para o indice a* e negativos para o indice b*

indicam que as bebidas armazenadas no més inicial e no terceiro més estavam vermelhas
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azuladas, por outro lado, as bebidas do segundo e sétimo més foram caracterizadas pela cor

vermelho amarelada, uma vez que o indice b* foi positivo (Figura 22).

195,00 a a
175,00
155,00
135,00
115,00
95,00
Ay
35:00 aaba p aabab b
15,00
-5,00

L a* b* Chroma °Hue
mR-inicial| 42,96 21,11 -2.22 21,23 174,01
mR-més 2 46,22 20,78 0,23 20,78 0,63

R-mes 3 49,70 21,30 -1,74 21,37 175,33
mR-mes 7 4724 18,35 3,42 18,67 10,56

Figura 22. Valores de luminosidade (L), intensidade de vermelho (+) ou verde (-)
representado pelo indice a*, intensidade de amarelo (+) ou azul (-) representado pelo indice
b*, saturacao de cor (Chroma) e tonalidade cromatica (°Hue) de bebida mista de EHS e
suco de uva irradiada a 4 kGy do més inicial (5 dias ap6s a produgdo); do segundo; terceiro e
sétimo més, mantidas sob refrigeracdo (4°C) e sem conservante. As letras representam as
diferencas significativas entre os tratamentos para cada um dos parametros avaliados a partir
da compara¢ao multipla pelo teste de Bonferroni.

As amostras mantidas sob refrigeracdio sem (Figura 22) e com
conservante (Figura 23) apresentaram durante a vida de prateleira aumento dos valores da
luminosidade, indicando que as bebidas ficaram mais claras. Entretanto, os resultados do
indice a* (Figura 22 e 23) e da saturagdo de cor (Figura 22 e 24) reduziram, sugerindo que as
bebidas tiveram diminui¢do da intensidade dos tons avermelhados ¢ ficaram com as cores
mais fracas e opacas, respectivamente. Essas caracteristicas se desencadearam, pois segundo
Malacrida e Motta (2005), durante o armazenamento pode ocorrer diminuicao progressiva
das antocianinas monoméricas e formagao dos pigmentos poliméricos, acarretando alteracao
na cor das bebidas mistas.

O método de extracdo a vapor oferece inimeras vantagens para se
produzir suco de uva, porém nao ha padronizacdo de agua exdgena incorporada ao suco
(BRESOLIN; GULARTE; MANFROI, 2013), j4 que a panela extratora permanece aquecida

em fogareiro convencional, o que dificulta fixar uma temperatura constante, podendo oscilar
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+5°C o aquecimento. Dessa forma, no mesmo lote de suco pode ocorrer variacao dos sélidos
soluveis, cor, aroma e sabor, pois como 0s sucos sdo engarrafados a quente, ndo ha
homogeneizagdo da bebida, a fim de evitar contaminag@o. Por esse motivo os sucos podem
ter variagdo na tonalidade cromatica (°Hue) e consequentemente alterando essa caracteristica
na bebida mista, conforme observado para a bebida refrigerada e sem conservante do més
inicial e trés (Figura 22) e para a bebida refrigerada e com conservante do més inicial (Figura

24).

60.00

50,00

40,00

30.00

20,00

10.00 be be ¢ —_

0,00 4 o

-10,00 L = o
m RC-injcial 45,15 19,94 -2,49
= RC-més 2 51.65 17.31 1,74
m RC-més 3 52,28 15,24 1,58
®mRC-més 5 49,10 13,75 0,96
= RC-més 7 54,13 13,68 8,70
mRC-més 9 51,38 13.88 5,00

Figura 23. Valores de luminosidade (L), intensidade de vermelho (+) ou verde (-)
representado pelo indice a*, intensidade de amarelo (+) ou azul (-) representado pelo indice
b*, de bebida mista de EHS e suco de uva irradiada a 4 kGy do més inicial (5 dias apos a
producdo); do segundo; terceiro, quinto, sétimo e nono més, mantidas sob refrigeragdo (4 °C)
e com conservante acido benzdico (RC). As letras representam as diferencas significativas
entre os tratamentos para cada um dos parametros avaliados a partir da comparagdo multipla
pelo teste de Bonferroni.

As amostras com conservante apresentaram cor vermelha amarelada
(indice a* e b* positivos) com o passar dos meses de armazenamento (Figura 23), sendo o
tom vermelho e amarelo caracteristico do suco de uva e da soja, respectivamente. Ja a
amostra produzida no més inicial ficou com a cor vermelha azulada (indice b* negativo),
indicando que o suco presente nessa amostra possivelmente estava com maior teor de
antocianinas ou a temperatura de extracdo do suco contribuiu no aumento das hidroxilas na
molécula da antocianina (estrutura —base quinoidal), passando da cor rosa para azul

(MALACRIDA; MOTTA, 2006).
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Os resultados do °Hue indicaram que as bebidas mistas com
conservante do segundo, terceiro e quinto més apresentaram tonalidade cromatica vermelha
arroxeada, porém, do sétimo e nono més a tonalidade cromdtica passou para apenas
avermelhada (Figura 24). Situagdo decorrente da possivel degradacdo das antocianinas

devido ao tempo de armazenamento.

200,00 .
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40,00 a b b ¢
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0.00
’ Chroma °Hue
m RC-inicial 20,09 172,89
mRC-més 2 17.40 5.73
mRC-més 3 15,32 5.90
mRC-meés 5 13,78 3.98
= RC-més 7 1621 32,46
= RC-més 9 14,75 19.80

Figura 24. Valores de saturacao de cor (Chroma) e tonalidade cromatica (°Hue) de bebida
mista de EHS e suco de uva irradiada a 4 kGy do més inicial (5 dias apos a produgao); do
segundo; terceiro, quinto, sétimo e nono més, mantidas sob refrigeracdo (4 °C) e com
conservante acido benzodico (RC). As letras representam as diferengas significativas entre os
tratamentos para cada um dos parametros avaliados a partir da comparagdo multipla pelo
teste de Bonferroni.

Segundo Castilhos et al. (2015) as antocianinas ao reagirem com
metabolitos de leveduras sofrem modificagdes, induzindo mudanga de cor (escurecimento)
em vinhos. Entretanto, mesmo havendo diferenga entre os resultados de luminosidade das
amostras com adi¢do de conservante com as amostras sem adi¢do de conservante (Figura
25), o motivo provavelmente ndo seja pela maior presenca de bolores e leveduras nas
bebidas sem adi¢do de conservante, pois as mesmas estavam sob refrigeracdo, cuja a
temperatura dificulta o metabolismo da maioria dos microrganismos. Além disso, essas
amostras nao apresentavam caracteristicas (sabor, cor ou aroma) de produto degradado.

Os resultados de luminosidade, durante a vida de prateleira,
indicaram que as bebidas mistas com conservante demonstraram-se mais claras que as

bebidas sem adic¢ao de conservante. Da mesma maneira, a intensidade dos tons avermelhados
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(indice a* positivo) das amostras com conservante foi menor que das amostras sem
conservante. Os tons azulados (indice b* negativo) presentes nas amostras sem conservante
do més inicial e do terceiro més destoaram dos resultados indicados pelo restante das

bebidas, que foram tons amarelados (indice b* positivo) nos sete meses de armazenamento

(Figura 25).
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Figura 25. Comparagdo dos valores de luminosidade (L), intensidade de vermelho (+) ou
verde (-) representado pelo indice a* e intensidade de amarelo (+) ou azul (-) representado
pelo indice b* de bebidas mistas de EHS e suco de uva irradiada a 4 kGy refrigeradas (4 °C),
sem (R) e com (RC) conservante acido benzoéico do més inicial (5 dias apds a producao); do
segundo; terceiro e sétimo més. As letras representam as diferencas significativas entre os
tratamentos para cada um dos pardmetros avaliados a partir da comparagdo multipla pelo
teste de Bonferroni.

As bebidas mistas (com e sem conservante) apresentaram resultados

menores para luminosidade e maiores para intensidade de vermelho (indice a* positivo)
(Figura 25) quando comparados aos valores obtidos por Nunes et al. (2014), o qual analisou
a cor de bebida de soja sabor iogurte com polpa de morango, encontrando o resultado de
65,18 para a luminosidade e de 5,95 para o indice a*. Essa diferenca entre os resultados
ocorrem comumente entre as bebidas, pela diversidade de frutos que podem ser misturados
aos extratos de soja, pela técnica empregada na producao das bebidas e pela propor¢ao usada

de EHS e suco.
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b) Analise bioquimica

Independente da temperatura em que as bebidas ficaram estocadas
e da adicdo do conservante, os compostos fendlicos, os flavonoides e a capacidade
antioxidante mantiveram-se constantes, ndo havendo diferenga significativa entre os

resultados dos tratamentos (Tabela 13).

Tabela 13. Resultados médios seguidos de desvio padrdo dos componentes bioquimicos
(compostos fendlicos- mg mL™"; flavonéides- mg mL™; e capacidade antioxidante- pmol
mL amostra™) de bebida mista de EHS e suco de uva irradiada a 4 kGy, mantida em
temperatura ambiente (24°C) e sob refrigera¢do (4°C), sem adicdo de conservante (A e R)
e com adi¢do de conservante 4cido benzoico (AC e RC).

Determinacdes A R AC RC
Compostos fenolicos 0,69+0,05 0,73+0,03 0,69+0,04 0,74+0,04
Flavonoides 0,39+0,09 0,39+0,05 0,46+0,06 0,42+0,03
Capacidade antioxidante 0,48+0,02 0,46+0,01 0,46+0,04 0,40+0,07

* Auséncia de letras: diferenga nao significativa entre os tratamentos pelo teste T.

Os resultados obtidos nesse experimento (Tabela 13 e 14) quando
comparados aos divulgados por Callou et al. (2010) foram superiores para o teor dos
compostos fenolicos (0,18 mg mL™) e similares para a capacidade antioxidante (0,49 pmol
mL amostra”) em bebida mista de soja com suco de uva, com a soja estocada a 6 meses.
Por outro lado, os resultados para o teor dos compostos fenolicos (Tabela 13 e 14) foram
inferiores aos encontrados para bebida mista de soja com suco de frutas tropicais (0,92 a
1,89 mg mL™") (ABREU et al., 2007). Da mesma forma, os resultados para flavonoides
(Tabela 13 e 14) foram menores aos da bebida mista de soja com suco de frutas (0,84 a
1,69 mg mL™") mantidas sob refrigeracio (4 °C) por 56 dias (MORALES-DE PENA et al.,
2011).

A capacidade antioxidante manteve-se constante significativamente
até os nove meses da vida de prateleira (Tabela 14). Morales-de La Pefia ef al. (2010) ao
analisarem bebida mista de soja com suco de frutas observaram redugdo gradativa da
capacidade antioxidante em 60 dias de estoque. Em geral, os resultados desse trabalho
podem variar com os relatos encontrados na literatura de acordo com a matriz alimentar

utilizada, o tratamento aplicado e as condi¢gdes do processo.
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Os flavonoides e a capacidade antioxidante das bebidas mantidas
sob refrigeracao sem (R) e com (RC) conservante ndo apresentaram alteragao significativa
no periodo da vida de prateleira, porém as bebidas R (26 %) e RC (50 %) demonstraram
reducdo significativa dos compostos fenolicos no terceiro més de estocagem (Tabela 14).
Como essa diferenga do teor foi pontual, atingindo apenas o lote do terceiro més, atribuiu-
se essa alteragdo a radiacdo gama, embora todas as bebidas tenham sido submetidas a

mesma dose.

Tabela 14. Valores médios seguidos de desvio padrio dos componentes bioquimicos
(compostos fendlicos- mg mL™'; flavonéides- mg mL™; e capacidade antioxidante- pmol
mL amostra™) de bebida mista a base de EHS com suco de uva irradiada a 4 kGy, mantida
sob refrigeracao (4°C), sem (R) e com (RC) conservante adcido benzdico no prazo de nove
meses.

Determinacoes

Meses Amostras - . . .
Compostos fendlicos  Flavondides  Capacidade antioxidante

Inicial R 0,73+0,03 ab 0,39+0,05 0,46+0,01
RC 0,74+0,04 A 0,42+0,03 0,40+0,07
) R 0,74+0,06 a 0,340,05 0,46+0,03
RC 0,71+0,08 A 0,36+0,11 0,48+0,03
3 R 0,54+0,08 ¢ 0,34+0,05 0,47+0,02
RC 0,37+0,13 B 0,21+0,09 0,39:£0,07

5 R * %k %k
RC 0,64+0,11 A 0,26+0,08 0,47+0,01
7 R 0,64+0,03 abc 0,39:£0,03 0,47+0,02
RC 0,62+0,06 AB 0,42:£0,02 0,47+0,01

9 R % %k %k
RC 0,60+0,05 AB 0,35+0,03 0,310,01

Letras minusculas na coluna comparam as amostras mantidas sob refrigeracdo (R) no
decorrer dos meses. Letras maiusculas na coluna comparam as amostras mantidas sob
refrigeragdo com conservante (RC) no decorrer dos meses. (*) analise nao realizada.

Os flavonoides sdo os compostos fenodlicos abundantes na soja
(isoflavonas) e no suco de uva (antocianinas), aos quais se atribuem grande parte da
capacidade antioxidante da amostra (DIXIT et al., 2010; GRANATO et al., 2015;
POPOVIT et al., 2013) e os mesmos demonstraram-se estdveis durante o tempo de
armazenamento (Tabela 14), fato que caracteriza essa bebida mista como funcional até os

nove meses em que foi observada (BRASIL, 2008).
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Ao comparar o teor dos compostos fendlicos da bebida mista inicial
(RC) com teor da bebida (RC) armazenada a 9 meses observou-se reducao do mesmo em
23,3 %, sendo que 20 % dessa reducdo foi representada pelos flavonoides (isoflavonas e
antocianinas), o que contribuiu com a queda da capacidade antioxidante em 29 %, embora

essa diferenca nao tenha sido significativa (Tabela 14).

c) Analise microbioldgica

A legislagdo vigente (BRASIL, 2001b) para limites
microbiologicos em bebidas ndo alcodlicas exige que seja realizada apenas a andlise de
coliformes termotolerantes (45 °C) e Salmonela sp, os quais mantiveram-se ausentes nas
bebidas mistas avaliadas (Tabela 15). Assim, todas as demais andalises microbioldgicas
(bolores e leveduras, coliformes totais, bactérias mesofilas, Bacillus cereus e
Staphylococcus aureus ) realizadas nesse experimento poderiam ser desconsideradas de
acordo com a lei brasileira. Porém tais microrganismos apresentam importincia
fitossanitaria, motivo relevante que contribuiu para execucgao dessas analises.

As bebidas mistas de EHS e suco de uva submetidas a 4 kGy de
radiacdo gama, no decorrer da vida de prateleira, apresentaram auséncia do crescimento de
Salmonela sp, Bacillus cereus, coliformes fecais e termotolerantes. Todavia, os bolores e
leveduras demonstraram resisténcia a essa dose de radiacdo gama, pois se mantiveram
presentes em todas as amostras (A; AC e R; RC) a partir do primeiro més de
processamento da bebida mista até no nono més de armazenamento. O mesmo foi
confirmado por Urbain (1986), o qual declarou que os fungos apresentam baixa
susceptibilidade a radiagdo quando comparados com algumas bactérias ndo formadoras de
esporos, sendo as doses letais para os fungos filamentosos por volta de 2,5 a 6,0 kGy e para
as leveduras de 4,65 a 20 kGy. Entretanto, para os sucos de frutas essas doses podem ser
muito elevadas, causando alteracdes indesejaveis principalmente para o atributo sabor
(OLIVEIRA et al., 2007).

Alighourchi, Barzegar e Abbasi (2008) concluiram que em sucos
de roma, mantidos sob refrigeracdao por 14 dias, doses acima de 2 kGy podem eliminar os
microrganismos, bem como retardar o crescimento dos mesmo. Tal resultado concordou
com os desse trabalho somente para as bebidas mantidas sob refrigeragdo no tempo inicial,

pois a partir do primeiro més a dose de 4 kGy e a adi¢do do conservante ndo impediram o
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crescimento dos bolores e leveduras (Tabela 15). Sendo no més inicial e segundo més
houve a presenga exclusiva das leveduras nas bebidas. A partir do segundo més, além das
leveduras apareceram os fungos filamentosos, os quais continham em sua parede celular
presenga de melanina (hifas com coloracdo escura), caracteristica que os tornam mais
resistentes as elevadas temperaturas (pasteurizacdo) e a radiagdo gama (OLIVEIRA et al.,
2007; VARO et al., 2007).

Tabela 15. Contagem microbiologica em bebida mista de EHS e suco de uva irradiada a 4
kGy, mantida sob refrigeragdao (4°C) ou temperatura ambiente (24 °C), e sem ou com
adi¢ao de conservante acido benzdico por um periodo de nove meses.

Microrganismos

Meses ~ Amostras — -
Staphylococcus aureus Bolores e leveduras Bactérias mesofilas

Inicial R* <10 <10 <10
RC** <10 <10 <10
A* <10 3x 102 <10
e ACEX <10 <10 <10
2 R <10 42x10° <10
RC <10 3,5%10% <10
A <10 4,9 x 10° <10
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, Ac o<l <100 1x 10"
3 R <10 4,0x 10° <10
RC <10 1,0 x 10 <10
A <10 <100 1x 10?
____________________ AC__ <10 40x10° <10
5 R 4,4%10° 6,5 x 10* <10
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, RC <10 1x10® <10
7 R <10 1,1 x 10° <10
RC <10 1,2x 10° <10
9 R <10 2,3x 10" 1x 10"
RC 0 1,1 x 10* 0

* R e A = sigla para as bebidas que ficaram sob refrigeracdo e a temperatura ambiente,
respectivamente.** RC e AC= sigla para as bebidas que ficaram sob refrigeracdo e
temperatura ambiente, ¢ com adi¢cdo de conservante. A unidade dos resultados ¢ UFC
(unidades formadores de colonia).

As amostras mantidas em temperatura ambiente apdés um més de
estoque foram decompostas pelos microrganismos presentes (bactérias mesoéfilas, bolores e
leveduras), de modo que a temperatura de 25 °C aliada a elevada porcentagem de umidade
e a qualidade nutritiva contribuiram com a producdo dos metabolitos deteriorantes pelos

mesmos, apresentando as bebidas mistas A e AC, tanto do segundo como do terceiro més,
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aparéncia distinta das demais e sabor e aroma desagradaveis. Diferentemente das amostras
mantidas sob refrigeracdo, que mesmo apresentando contagem microbiologica (Tabela 15),
a temperatura de 4 °C dificultou a produg¢do dos metabolitos deteriorantes, permanecendo
inalteradas as caracteristicas organolépticas das bebidas mistas R e RC. Dessa forma,
interrompeu-se as analises microbiologicas das demais amostras mantidas em temperatura
ambiente (tratamentos descartados), dada a constincia de deterioragao observada do
segundo ao terceiro més de armazenamento, ndo sendo uma contaminacdo de apenas um
lote (Tabela 15).

Houve pouca incidéncia bacteriana nas amostras, o que ja era
esperado pela dose de radiagdo aplicada (4 kGy) e pH baixo das bebidas (4,5), fato que
restringe o crescimento das mesmas. Porém, quando a microbiota bacteriana se fez
presente, as amostras sem adi¢cao de conservante do quinto e nono més de armazenamento
foram degradadas, mesmo na temperatura de 4 °C. Tal condi¢do se consolida, pois o
metabolismo das bactérias ¢ mais rapido do que dos fungos, justificando a bebida manter-
se estavel quanto a qualidade organoléptica mesmo ocorrendo a contagem fungica nas
amostras.

Em todas as amostras refrigeradas com adi¢do de conservante nao
houve crescimento bacteriano, demonstrando a eficiéncia do &cido benzoico em impedir o
crescimento desses microrganismos. Além disso, associar duas técnicas de conservagao
(refrigeracdo e radiagdo gama) mostrou-se capaz em preservar a bebida mista sem
deteriorar até o nono més da vida de prateleira. O mesmo foi confirmado por Oliveira et al.
(2007) o qual pasteurizou e irradiou caldo de cana e por Chiebao (2008) que irradiou e

refrigerou, em ambas as situacdes obtiveram grande reducdo microbiologica.

d) Analise sensorial

Independente da temperatura em que ficaram mantidas as amostras
das bebidas mistas, a adigdo do conservante dacido benzdico ndo interferiu
significativamente na sua qualidade organolética. Da mesma maneira, os resultados foram
similares para todos os atributos ao comparar as amostras mantidas na temperatura
ambiente (A e AC) com as refrigeradas (R e RC), com exce¢do do atributo aparéncia que
apresentou diferenca estatistica (Tabela 16). Provavelmente os provadores notaram as

possiveis alteracdes induzidas pela radiacdo gama sobre as antocianinas nas bebidas mistas
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mantidas na temperatura ambiente, nas quais os radicais livres (responsdveis pelas
mudangas moleculares) possuem maior mobilidade que nas amostras refrigeradas (LEE et
al., 2007). Tais alteragdes ocorridas no atributo aparéncia ndo tiveram boa aceitagdo pela
maioria dos provadores, pois as notas ficaram acima de 7 (gostei regularmente) para as
bebidas refrigeradas e acima de 6 (gostei ligeiramente) para as bebidas mantidas na
temperatura ambiente.

Todas as amostras tiveram adi¢do de goma acacia e agar, pois além
de conferir estabilidade dos nutrientes, aumenta a consisténcia (viscosidade) da bebida,
caracteristicas associadas a melhor aceitacdo segundo NUNES et al. (2014). Os autores
observaram que ao aumentarem a temperatura (5 para 10 °C) de armazenamento,
obtiveram reducdo da viscosidade de bebida de soja, decaindo as notas da avaliacdo global
da bebida. Entretanto, o atributo sabor e avaliagdo global apresentaram a mediana das
notas da escala hedonica em 6, demonstrando que muitos provadores gostaram entre
ligeiramente a muitissimo tanto da bebida mista mantida na temperatura ambiente quanto
da mantida sob refrigeracdo e ambas com ou sem conservante. Isto caracteriza que se
houve mudanga na viscosidade essa ndo interferiu na qualidade sensorial da bebida (Tabela

16).

Tabela 16. Mediana das notas dos atributos (escala ¢ intensidade) de bebida mista de EHS
e suco de uva irradiada a 4 kGy, mantidas em temperatura ambiente (A) e sob refrigeragao
(R), e com adigdo de conservante (AC e RC).

Tipo Tratamentos ; Atributos .
Aparéncia  Aroma  Sabor Avaliagdo Geral

A 6AC 7 6 6

Escala —___AC oA 6 6 . 6 .
Hedonica R TBC 6 6 6
RC 7C 6 6 6
A -1A -la -1 -1

Escalada ____AC _______-1A______ LN T O
Intensidade R 0aBC 0 0 0a
RC 0bC -1 0 Ob

Considera-se um nivel de significancia de 0,05. Letras mintisculas comparam as amostras
mantidas sob mesma temperatura, sem ou com conservante acido benzoico para cada tipo
de nota pelo teste de Wilcoxon, como da escala hedonica (1 a 9) e da intensidade (-2 a 2).
Letras maiusculas representam as diferencas significativas entre todas as amostras (A; AC;
R e RC) de cada tipo de nota pelo teste de Friedmann. Inicio da vida de prateleira, anélise
sensorial realizada apos cinco dias da producao da bebida.
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Os resultados medianos obtidos pela escala da intensidade
demonstraram que muitos provadores acharam todos os atributos da bebida mista mantida
em temperatura ambiente um pouco menos intenso do que gostariam. J& para a bebida
mista refrigerada parte consideravel dos provadores gostou da intensidade dos atributos
conferidos a ela. Apenas o atributo aparéncia obteve diferenca significativa na intensidade
do gostar dos provadores entre as bebidas mantidas na temperatura ambiente com as
refrigeradas.

A adi¢do do conservante (4cido benzoico) na bebida mista mantida
em temperatura ambiente interferiu significativamente na intensidade de gostar dos
provadores somente para o atributo aroma. Entretanto, a adicdo do conservante diferiu a
opinido dos provadores quanto a intensidade de gostar do atributo aparéncia e avaliagdao
global da bebida mista refrigerada (Tabela 16).

As amostras refrigeradas sem adi¢do de conservante tiveram o lote
do quinto e do nono més contaminados microbiologicamente, o que causou a degradacao
das bebidas mistas, motivo que impediu a andlise sensorial das mesmas nas devidas
épocas. Dessa forma, justifica-se a auséncia dos resultados da andlise de aceitacdo pelo

teste da escala hedonica desses referidos periodos na Figura 26.
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Figura 26. Mediana das notas dos atributos de bebida mista de EHS e suco de uva irradiada
a 4 kGy, mantidas sob refrigeracao (4°C) e sem conservante durante 7 meses. Auséncia de
letras representa que ndo houve diferenca significativa entre os meses de vida de prateleira
para os atributos avaliados a partir do teste de Friedmann.

A mediana das notas ndo reduziu para todos os atributos avaliados
no decorrer da vida de prateleira, apenas o atributo aparéncia apresentou a mediana menor

no sétimo més em relacdo ao més inicial da produgdo da bebida mista refrigerada e sem
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adicao de conservante (Figura 26). Fato que seja correspondente a redugdo progressiva das
antocianinas monoméricas ¢ formacao dos pigmentos poliméricos, condigdes que implicam
na altera¢do da cor das bebidas durante o armazenamento (MALACRIDA; MOTTA, 2005).
Fendmeno que pode ter sido observado pelos provadores.

A mediana da nota do atributo avaliagao geral ficou em torno de 7,
indicando que 50 % dos provadores gostaram entre regularmente a muitissimo da bebida
mista refrigerada com adicdo ou ndo de conservante (Figura 26 e 27). Este resultado
demonstra maior aceitabilidade da bebida com adicdo de suco de uva em EHS, pois ao
comparar individualmente as notas da avaliacdo global do EHS e do suco de uva, as
mesmas foram menores que da bebida mista, sendo 5 (gostaram de maneira indiferente) e 6
(gostaram ligeiramente), respectivamente. Resultado que concorda com BEHRENS e
SILVA (2004), os quais relataram aumento do consumo de bebidas mistas desde quando
foram inseridas ao mercado (década de 90), indicando que a populacao foi receptiva a esse

tipo de bebida e incorporou-a a seus habitos alimentares.
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Figura 27. Mediana das notas dos atributos de bebida mista a base de EHS e suco de uva
irradiada a 4 kGy, mantidas sob refrigeracdo (4 °C) e com conservante acido benzdico
durante 9 meses. Auséncia de letras representa que ndo houve diferenca significativa entre
os meses de vida de prateleira para os atributos avaliados a partir do teste de Friedmann.

As bebidas mantidas sob refrigeracdo sem (Figura 26) e com
conservante (Figura 27) apresentaram no segundo més a mediana da nota da escala
hedonica em torno de 8 para o atributo sabor, indicando que 50% dos provadores gostaram
muito a muitissimo da bebida. Contudo, Silva, Prudéncio e Felberg (2007) encontraram
que 50% dos entrevistados tinham o hébito de consumir bebida de soja indicando mudanga

no habito alimentar da populagdo ocidental, a qual apresentava historico de alta restricao
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ao consumo de produtos a base de soja. Em geral, os resultados obtidos (Figura 26 e 27)
demonstraram estabilidade sensorial significativa no decorrer da vida de prateleira para
todos os atributos avaliados.

Segundo Lesschaeve e Noble (2005) a presenca dos compostos
fenolicos € responsavel pelo sabor adstringente e amargo, caracteristicas descritas como
desagradaveis quando presentes em bebidas e comumente presentes em produtos a base de
soja e sucos de frutas. Entretanto, mesmo havendo redugcdo dos compostos fenolicos
(Tabela 14) na bebida mista do segundo més de vida de prateleira, e consequente redugdo
dessas caracteristicas, as mesmas ndo foram notadas ao paladar dos provadores, ja que nao
houve aumento das notas e nem diferiu significativamente do resultado mediano dos
demais meses (Figura 27) que continham maior teor de compostos fenolicos.

As amostras (R e RC) apresentaram os resultados medianos dos
atributos em 6 e 7 para todos os meses de analise sensorial, indicando, respectivamente,
que 50% dos provadores gostaram ligeiramente e regularmente a muitissimos das bebidas
mistas de EHS e suco de uva com ou sem conservante. Além disso, a adi¢do do
conservante foi imperceptivel pelos provadores no més inicial da produgdo da bebida e no
segundo més, nao alterando a qualidade organoléptica da bebida ao compara-la com a
amostra sem conservante, pois os resultados mantiveram-se similares significativamente
para todos os atributos. Entretanto, a partir do terceiro més houve diferenca significativa
entre os resultados das amostras com e sem conservante para o atributo aparéncia e sabor e

no sétimo més para o atributo sabor e avaliacao global (Tabela 17).

Tabela 17. Comparagdo dos atributos entre a bebida mista de EHS e suco de uva irradiada
a 4 kGy, mantida sob refrigeracdo (4 °C) sem (R) e com (RC) conservante acido benzbico
para cada més (inicial, 2, 3 e 7). Valores expressos em medianas das notas.

Meses Amostras  Aparéncia Aroma Sabor Avaliacao global
Inicial R 7,0 6,0 6,0 6,0
e JRC 70 .80 60 .60 . _
) R 7,0 6,0 7,0 7,0
S - S 0 T T T _
3 R 6,0 a 7,0 7,0 a 7,0
e RC_70b 70 60b . _T0_ . _
7 R 6,0 7,0 6,0 a 7,0 a
RC 6,0 6,5 6,0b 6,0b

Considera-se um nivel de significancia de 0,05. Letras mintsculas, na coluna, comparam
as amostras de cada més pelo teste de Wilcoxon.
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A mediana das notas da escala da intensidade ficou em torno de -1
para a maioria dos atributos avaliados da bebida mista mantida na temperatura ambiente,
demonstrando que os provadores (50 %) acharam as caracteristicas dessas bebidas um
pouco a muito menos intensa do que gostariam. J4 para as amostras mantidas sob
refrigeragdo com e sem conservante, a intensidade estava da maneira que gostavam em
todos os atributos, independente dos meses avaliados. Com exceg¢ao do atributo aparéncia a
partir do segundo més que ficou com a mediana da nota em torno de -1 (menos intenso do
que gostavam) para a maioria dos meses avaliados, em ambas as bebida (com e sem

conservante) (Tabela 18).

Tabela 18. Mediana das notas do teste de intensidade de bebida mista de EHS e suco de
uva irradiada a 4 kGy, mantida na temperatura ambiente (A- 24 °C) e sob refrigeracao (R-
4 °C) e com conservante acido benzoico (AC e RC), para cada atributo.

Meses Amostras - Atributos -
Aparéncia Aroma Sabor Avaliagdo global
Inicial A -1,0 0,0 a 0,0 -1,0
Y-\ O 2\ N Lob 10 10 _
R 0,0a 0,0 0,0 0,0 a
______ RC ... 00b 00 00 ____00b
2 R 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a
______ RC __._..zLOb _ _00b _ 00b_____ _00b
3 R -1,0a 0,0 0,0a 0,0
______ RC ... 00b 00 _00b_ 00 _ _ _
5 R .
______ RC ___.cko_ %00 o0 900 _
7 R -1,0 0,0 0,0 0,0
______ RC . _.._..%0 %00 __9o0 .00 _ ___
9 R . . . .
RC -1,0 0,0 0,0 0,0

Considera-se um nivel de significancia de 0,05. Letras minusculas, na coluna, comparam
significativamente as amostras de cada més pelo teste de Wilcoxon. *conforme o teste
sensorial o significado de -1: um pouco menos intenso que o desejavel; e 0: intenso
conforme desejavel.
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7- CONSIDERACOES FINAIS

Experimento 1

As diferentes doses de radiacdo gama foram capazes de elevar o
teor dos compostos fendlicos dos cultivares BRS-213 e BRS-258, e a atividade da SOD do
cultivar BRS-213. Toda via, os flavonodides, a capacidade antioxidante, a atividade da PPO

e POD permaneceram estaveis para os trés cultivares de soja.

Experimento 2

O método de extragdo (quente ou frio) influenciou nos resultados
da composig¢ao fisico-quimica, da cor, dos componentes bioquimicos e da analise sensorial
entre os EHS.

Dentre os aditivos adicionados, apenas o EHS produzido pelo
método de extracdo a quente obteve aumento significativo da capacidade antioxidante ao
adoca-lo com suco concentrado de maga.

Embora o método de extragao a frio do EHS tenha contribuido com
maiores teores de proteina, lipidios, e compostos fendlicos, o EHS do método de extracdo a
quente obteve melhores resultados na analise sensorial e o restante dos parametros
avaliados nao apresentaram diferenca significativa. Dessa forma, o método extragdo a

quente foi selecionado para produzir o EHS nos proximos experimentos.
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Experimento 3

Etapa 1

A radiacdo gama induziu poucas alteragdes fisico-quimicas no
EHS, ficando como destaque apenas a redugdo do teor proteico (deaminagao) e a variacao
na cor das amostras ao elevar a dose.

Somente o EHS submetido a dose de 8 kGy apresentou redugdo
significativa dos compostos fenolicos. Os flavonoides e a capacidade antioxidante dos EHS
mantiveram-se estaveis independentemente da dose de radiagdo gama aplicada. Houve
auséncia microbioldgica em todos os tratamentos realizados para os EHS (0, 2, 4 e 8 kGy).

A dose de 8 kGy alterou o sabor do EHS, j& os EHS submetidos as
doses de 2 e 4 kGy ndo apresentaram diferenga significativa do seu controle para todos os
atributos avaliados. Sendo selecionada a dose de 4 kGy como a mais adequada para o EHS,
a qual contribuiu com a qualidade fitossanitaria e com a estabilidade nutritiva e

organoléptica.

Etapa 2

As variagoes significativas ocorridas na composi¢do fisico-quimica
foram decorrentes do método de extracdo do suco de uva (panela extratora a vapor).
Entretanto, todos os parametros observados ficaram adequados aos limites estabelecidos
pela legislacdo vigente.

Elevar a dose de radiacdo gama permitiu aumento da acidez
titulavel e variacdo na cor dos sucos de uva tinta. Somente a dose de 4 kGy induziu o
aumento dos compostos fenolicos. A capacidade antioxidante e os flavondides ndo tiveram
alteracdo dos seus resultados ao elevar a dose de radiagdo gama.

A partir da dose de 2 kGy eliminou-se os bolores e leveduras
presentes no suco de uva controle. Os provadores observaram alteracdes nos atributos
sensoriais nos sucos submetidos a 2, 4 e 8 kGy, porém, apenas a dose de 8 kGy
comprometeu a qualidade organoléptica do suco de uva. Dessa forma, selecionou-se a dose

de 4 kGy para essa amostra.
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Experimento 4

A bebida mista de EHS com suco de uva submetida a radiagdo
gama (4 kGy) e mantida na temperatura ambiente se degradou microbiologicamente apos 1
més de vida de prateleira, independentemente da adi¢do de conservante, porém antes disso
os parametros fisico-quimicos e os atributos sensoriais mantiveram-se inalterados.

Manter a amostra irradiada em temperaturas diferentes (4 e 25 °C)
induziu a variagdo da tonalidade e saturacdo das mesmas.

A radiagdo gama associada a refrigeragdo foi eficiente na
preservacdo da maioria dos parametros fisico-quimicos, bioquimicos e dos atributos
sensoriais, conservando de 5 a 7 meses a bebida mista sem adicdo de conservante ¢ 9
meses a amostra com adi¢ao de conservante.

Ao longo da vida de prateleira, mesmo havendo contagem
microbiolodgica, a temperatura de refrigeracdo impediu a producdo dos metabdlitos
deteriorantes, permanecendo estaveis as caracteristicas organolépticas das bebidas mistas.

A adi¢do de conservante foi significativamente imperceptivel aos
provadores na amostra mantida em temperatura ambiente. Enquanto que na bebida mista
refrigerada com conservante, no quinto e sétimo més de estocagem, recebeu para o atributo
sabor menores notas da escala hedonica, indicando percep¢do do conservante pelos
provadores.

Além dos provadores aprovarem a intensidade da maioria dos
atributos avaliados, os mesmo gostaram entre ligeiramente a muitissimo das bebidas mista

durante o periodo de armazenamento.
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8-CONCLUSAO

Nas condic¢des em que foi realizado esse trabalho, pode-se concluir
que a técnica radiagdo gama na dose de 4 kGy foi adequada quando associada a
refrigeragao (4 °C) e adicdo de conservante acido benzdico para manter estidveis as
caracteristicas fitossanitarias, nutricionais e sensoriais da bebida mista de soja e suco de
uva por 9 meses.

Somente o uso de radiagdo gama (4 kGy) em bebida mista de EHS
e suco de uva ndao demonstrou-se eficiente, uma vez que as amostras mantidas na
temperatura ambiente foram deterioradas no primeiro més de vida de prateleira,
independente da adi¢do do conservante acido benzoico. No entanto, ao refrigerar (4 °C) as
bebidas mistas irradiadas a 4 kGy, sem adicdo de conservante, as mesmas apresentaram

validade de até 7 meses e com adi¢do do conservante acido benzoico de até 9 meses.
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ANEXO 1
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O sr(a) esta sendo convidado(a) a participar de uma pesquisa chamada
“EFEITO DOS METODOS DE PROCESSAMENTOS E CONSERVACAO DE
BEBIDAS MISTAS DE EXTRATO DE SOJA E SUCO DE UVA”, que pretende estudar a
diferenca entre métodos de processamentos da soja e o efeito da conservagdo sobre a
qualidade sensorial de extrato hidrossoluvel de soja, suco de uva e bebida mista de extrato
de soja e suco de uva.

O sr(a). foi selecionado(a) a participar dessa pesquisa para caracterizar
sensorialmente (os atributos: sabor, aroma, cor e avaliagdo global) as amostras
selecionadas, a partir do teste de escala hedonica, sendo um teste de aceitacdo que possui
uma escala de 1 (desgostei) a 9 (gostei muito). Serdo servidos 30mL de cada amostra, com
0 maximo de quatro amostras por sessdo. Sera realizada apenas uma sessao de analise por
dia, os provadores ndo precisardo ingerir toda a quantidade servida, apenas a quantidade
que julgar suficiente para formular as respostas dos testes. Os produtos fabricados estarao
adequados ao permitido pela legislagdo brasileira e serdo isentos de substancias nocivas a
saude humana, ndo oferecendo riscos.

O conhecimento dessas caracteristicas permite avaliar se a bebida obtida possui
qualidade nutritiva e sensorial. Além disso, poderd ser observado o quanto a técnica de
conservagao pode interferir no produto analisado.

Caso o participante tenha alguma reacdo alérgica a soja ou aos seus derivados,
0 mesmo nao podera realizar esta analise sensorial.

Caso vocé ndo queira participar da pesquisa, é seu direito.

Vocé podera retirar seu consentimento, em qualquer fase da pesquisa.

E garantido total sigilo do seu nome, em relagio aos dados relatados nesta pesquisa.

Vocé recebera uma via deste termo, e outra via serd mantida em arquivo pelo pesquisador por cinco anos.
Qualquer divida adicional, vocé podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa, através do
fone: (14) 3880-1608 / 1609.

CONCORDO EM PARTICIPAR DA PESQUISA

Nome:

Assinatura:

Pesquisadora: Erica Amanda de Barros Data:
Assinatura:

Orientador:Prof Dr Fernando Broetto,
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ANEXO 2

TESTE DE ACEITABILIDADE E IDEAL
Analise sensorial do Extrato HidrossolUvel de Soja (extracdo a quente x frio) (experimento 2)

A) Avalie cada amostra usando o (N° DA ESCALA) abaixo para descrever o quanto vocé gostou
ou desgostou.
1.  Desgostei muitissimo
2. Desgostei muito
3.  Desgostei regularmente
4.  Desgostei ligeiramente
5. Indiferente
Indicar o quanto vocé gostou da Aparéncia da bebida mista.

Gostei ligeiramente
Gostei regularmente
Gostei muito

Gostel muitissimo

Yo

Amostra: Muito mais intenso ~ Um pouco mais A aparéncia da Um pouco Muito menos
N° da do que eu gosto intenso do que bebida ¢ intensa do  menos intenso  intenso do que
escala eu gosto jeito que eu gosto  do que eu gosto eu gosto

Q_ () () () () ()
F:
Indicar o quanto vocé gostou do Aroma da bebida mista.

Amostra: Muito mais intenso ~ Um pouco mais O aroma da bebida Um pouco Muito menos
N° da do que eu gosto intenso do que ¢ intenso do jeito menos intenso intenso do que
escala eu gosto que eu gosto do que eu gosto eu gosto

Q: () () ) ) ()
F:
Indicar o quanto vocé gostou do Sabor da bebida mista.

Amostra: Muito mais intenso  Um pouco mais O sabor da bebida ¢ Um pouco Muito menos
N° da do que eu gosto intenso do que intenso do jeito que  menos intenso intenso do que
escala eu gosto eu gosto do que eu gosto €u gosto

Q: () () () () ()
F:
Indicar o quanto vocé gostou da consisténcia da bebida mista.

Amostra: Muito mais intenso ~ Um pouco mais A consisténcia da Um pouco Muito menos
N° da do que eu gosto intenso do que bebida ¢é intensa do  menos intenso  intenso do que
escala eu gosto jeito que eu gosto  do que eu gosto eu gosto

Q: () ) () () ()
F:
Indicar o quanto vocé gostou da acidez da bebida mista.

Amostra: Muito mais intenso ~ Um pouco mais A acidez da bebida Um pouco Muito menos
N° da do que eu gosto intenso do que ¢ intensa do jeito menos intenso intenso do que
escala eu gosto que eu gosto do que eu gosto eu gosto

Q: () () () () ()
F:
Indicar o quanto vocé gostou da Avaliagdo global da bebida mista.

Amostra: Muito mais intenso  Um pouco mais A Avaliagdo global Um pouco Muito menos
N° da do que eu gosto intenso do que da bebida ¢ intensa ~ menos intenso intenso do que
escala eu gosto do jeito que eu do que eu gosto eu gosto

gosto
gi () () () () ()

OBS:
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O modelo do teste descrito abaixo foi utilizado para a analise

sensorial do EHS (experimento 3- etapa 1), do suco de uva (experimento 3- etapa 2) e da

bebida mista (experimento 4).

TESTE DE ACEITABILIDADE E IDEAL

Analise sensorial de Bebida Mista de EHS e suco de uva

A) Avalie cada amostra usando o (N° DA ESCALA) abaixo para descrever o quanto vocé

gostou ou desgostou.

Desgostei muitissimo
Desgostei muito
Desgostei regularmente
Desgostei ligeiramente
Indiferente

M
Al e

Indicar o quanto vocé gostou da Aparéncia da bebida mista.

Amostra: Muito mais intenso ~ Um pouco mais A aparéncia da
N° da do que eu gosto intenso do que bebida ¢ intensa do
escala eu gosto jeito que eu gosto

() ) ()

Indicar o quanto vocé gostou do Aroma da bebida mista.

Amostra: Muito mais intenso ~ Um pouco mais O aroma da bebida
N° da do que eu gosto intenso do que ¢ intenso do jeito
escala eu gosto que eu gosto

() ) ()

Indicar o quanto vocé gostou do Sabor da bebida mista.

Amostra: Muito mais intenso  Um pouco mais O sabor da bebida ¢
N° da do que eu gosto intenso do que intenso do jeito que
escala eu gosto eu gosto

() O) ()

Indicar o quanto vocé gostou da Avaliacao global da bebida mista.

Amostra: Muito mais intenso ~ Um pouco mais A avaliaggo global
N° da do que eu gosto intenso do que da bebida ¢ intensa
escala eu gosto do jeito que eu

gosto
) @) ()

OBS:

Gostei ligeiramente
Gostei regularmente
Gostei muito

Gostel muitissimo

Um pouco
menos intenso
do que eu gosto

)

Um pouco
menos intenso
do que eu gosto

)

Um pouco
menos intenso
do que eu gosto

)

Um pouco
menos intenso
do que eu gosto

()

Muito menos
intenso do que
eu gosto

()

Muito menos
intenso do que
eu gosto

()

Muito menos
intenso do que
eu gosto

()

Muito menos
intenso do que
eu gosto

()




