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Um tempo para cada coisa

Para tudo hd um tempo,

para cada coisa hd um momento debaixo dos ceus:
Tempo para nascer, e tempo para morrer;

tempo para plantar, e tempo para arrancar

o que foi plantado;

tempo para matar, e tempo para sarar;

tempo para demolir, e tempo para construir;
tempo para chorar, e tempo para rir;

tempo para gemer, e tempo para dangar;

tempo para atirar pedras, e tempo para ajuntd-las;
tempo para dar abracos, e tempo para apartar-se.
Tempo para procurar, e tempo para perder;

tempo para guardar, e tempo para jogar fora;
tempo para rasgar, e tempo para costurar;

tempo para calar, e tempo para falar;

tempo para amar, e tempo para odiar;

tempo para a guerra, e tempo para a paz.

(Eclesiastes 3, 1-8)



Recebei a instrugio como uma grande soma de prata,
e possuireis nela grande quantidade de ouro.

Que vossa alma se regozije na misericordia de Deus!
E ndo sereis humilhados quando O louvardes.
Cumpri vossa tarefa antes que o tempo passe e,

no devido tempo, Ele vos dard a recompensa.

(Eclesidstico 51, 36-38)
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na minha vida,

dedico.



A meus pais, Reneu e Virginia,
pelo exemplo de vida,

por terem me indicado o caminho
e estimulado a segui-lo.

Minha eterna gratidéo.
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RESUMO

RODRIGUES, R. da S. Caracterizagdo de extratos de soja obtidos de grios, farinha
integral e isolado protéico visando a formulagdo e avaliagio biolégica (em
coelhos) de bebida funcional a base de extrato de soja e polpa de péssegos.
Campinas. 2003. 177p. Tese (Doutorado em Tecnologia de Alimentos) — Faculdade de
Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de Campinas, Campinas, 2003.

Bebidas de extrato de soja com suco de frutas tém-se mostrado uma excelente
alternativa para o aproveitamento e a introducdo da soja na dieta humana. Aos
consumidores, além dos beneficios nutricionais e funcionais atribuidos & soja, as
bebidas devem atender a caracteristicas sensoriais esperadas, mantendo os
constituintes presentes nas matérias-primas de origem. O trabalho teve por objetivos
avaliar extratos de soja obtidos de diferentes matérias-primas (graos, farinha integral e
isolado protéico de soja). O extrato mais aceito sensorialmente foi utilizado para a
elaboragao de bebida a base de soja e polpa de péssegos, com teor protéico superior a
produtos similares existentes no mercado, preservando ao maximo a sua qualidade
tecnolégica e sensorial. A bebida foi avaliada quanto as suas propriedades como
alimento funcional relativamente a sua influéncia sobre os niveis de colesterol
sanguineo e crescimento de bactérias bifidas intestinais, utilizando coelhos como
modelo experimental. Extratos com 3% de proteina foram obtidos a partir de graos (em
equipamento conhecido como “vaca mecanica”), a partir de farinha integral e isolado
protéico (por dissolugdo em agua), e pasteurizados a 74+2°C por 15seg. As matérias-
primas e os correspondentes extratos diferiram entre si quanto a composicao fisico-
quimica. Observou-se menores perdas dos teores de sacarose e oligossacarideos no
extrato proveniente da farinha comparativamente ao dos grdaos e auséncia de
oligossacarideos no extrato obtido do isolado. Os perfis de aminoacidos nos graos e na
farinha integral foram similares e quantitativamente superiores ao do isolado. Na
elaboragédo do extrato a partir dos gréos de soja, ocorreu redugdo de 15 e 11% de
aminoacidos essenciais e ndo-essenciais, respectivamente. O teor de isoflavonas foi
maior na farinha, no isolado protéico e nos graos de soja, nesta ordem, verificando-se a
reducdo de 0,3, 4,9 e 8,1% no teor total, bem como alteragdo nas fracées P-
glicosidicas, malonil-glicosidicas e agliconas que passaram da relacdo 40:57:3, 28:65:7
e 16:83:1, respectivamente, nas matérias-primas, para 62:28:10, 76:17:7 e 66:31:3. nos
extratos correspondentes. Os extratos diferenciaram-se também quanto ao
comportamento reoldgico, apresentando maior viscosidade aquele oriundo dos gréos,
farinha e isolado, nesta ordem. Os extratos obtidos dos graos e de isolado protéico de
soja mostraram similar aceitagdo em relagéo aos atributos avaliados (cor, aroma, sabor,
textura e impresséao global), superando o extrato obtido de farinha integral de soja.
Considerando a boa aceitagdo e a composicéo fisico-quimica e nutricional, o extrato
obtido de graos de soja foi escolhido para utilizagao na formulagéo de bebida com polpa
de péssegos. Foram formuladas 18 bebidas a base de extrato de graos de soja e polpa
de péssegos, agucar e estabilizante, de acordo com um planejamento experimental
fatorial completo (2° com 4 pontos centrais e 6 axiais) e analise de superficie de

Xix



resposta, as quais adicionou-se corante urucum, aroma de péssego, acido citrico e
conservador do tipo parabenos, seguido de pasteurizacdo (80-85°C, 20seg). As
varidveis independentes proteina de soja (1,5 a 2,5%), estabilizante (0,12 a 0,16%) e
agucar (8 a 12%) tiveram efeito significativo (p < 0,05) sobre os teores de soélidos
sollveis, acidez, cor, viscosidade e aceitabilidade das bebidas. O percentual de
proteina de soja foi o fator determinante da aceitagdo, considerando os atributos cor,
aroma, sabor, textura e impressdo global. O percentual de estabilizante teve maior
efeito sobre os atributos textura e impressédo global, enquanto que o percentual de
agucar foi mais efetivo em relagéo ao sabor e a impresséo global. A bebida mais aceita
foi a formulada com extrato de soja contendo 2% de proteina, polpa de péssegos, 10%
de agucar e 0,14% de estabilizante, correspondente ao ponto central do planejamento
experimental. A mesma foi utilizada em ensaio bioldgico com coelhos (4 grupos de 6
animais cada) durante 105 dias (Fase 1). Um grupo de animais (controle) foi alimentado
com ragao comercial, um outro grupo recebeu ragdo comercial mais 50mL da bebida e
dois grupos foram induzidos a hipercolesterolemia pela ingestao diaria de 200mg de
colesterol associado com a racdo comercial, um destes recebendo juntamente a
bebida. A bebida mostrou-se efetiva para o controle dos niveis séricos de colesterol
total, HDL-colesterol e triacilglicerideos e a formagéo de placas lipidicas na aorta dos
animais induzidos a hipercolesterolemia. Nos animais normocolesterolémicos,
observou-se que a bebida proporcionou reducdo nos niveis de HDL e aumento de
triacilglicerideos. Nos coelhos hiper e normocolesterolémicos a bebida aumentou os
niveis séricos de glicose, mas nao interferiu no ganho de peso. Ocorreu o incremento
de um ciclo logaritmico na contagem de bifidobactérias avaliadas nas fezes dos animais
que ingeriram a bebida. Os efeitos observados foram confirmados na continuidade do
ensaic por mais 120 dias (Fase 2), quando inverteu-se a dieta dos grupos
hipercolesterolémicos: os animais induzidos a hipercolesterolemia (dieta composta por
ragao e 0,2% de colesterol) por 105 dias receberam em continuidade a bebida por 120
dias, e os animais que consumiram dieta composta por racdo comercial, acrescida de
colesterol e bebida durante 105 dias, tiveram suprimida a bebida nos 120 dias
subsequentes.

Palavras-chave: soja; extrato de soja; bebida de soja; colesterol: bifidobactérias:
coelhos.
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ABSTRACT

Rodrigues, R. da S. Characterization of soymilk obtained from soybean, whole soy
flour and isolated soy protein, for the formulation and biological evaluation (in
rabbits) of a functional beverage composed of soymilk and peaches pulp.
Campinas. 2003. 177p. Thesis (Doctor in Food Technology) — Faculty of Food
Engineering, State University of Campinas, Campinas, 2003.

Beverages based on soymilk and fruit juice have been an excellent option for the
utilization and introduction of soy in the human diet. To the consumers, besides
nutritional and functional benefits attributed to the soy, the beverages must attend the
expected sensorial characteristics, keeping the original constituents of the raw materials.
Soy extracts (soymilk) obtained from different raw materials (soybeans, whole soy flour
and isolated soy protein) were evaluated. The most sensorially accepted extract was
used to elaborate a beverage based on soymilk and peaches pulp. The protein content
was higher than the similar products in the market, preserving the maximum
technological and sensory quality. The beverage was evaluated regarding its influence
like functional food related to the cholesterol blood levels and growth of intestinal
bifidobacteria, using rabbits as the experimental model. Extracts with 3% of protein were
obtained from three different sources: soybeans (in a specific equipment), whole soy
flour and isolated soy protein (for dissolution in water), and pasteurized at 74+2°C for
16sec. The raw materials and the respective extracts were different regarding the
physical-chemical composition. It was observed that the saccharose and
oligosaccharides contents had lower losses in the extract originated from the flour
comparatively to the one from the soybeans and the absence of oligosaccharides in the
extract obtained from the isolated. The aminoacid profiles in the soybean and in the
whole soy flour were similar and their amount was higher in the isolated soy protein. In
the extract elaboration from the soybean a reduction of 15 and 11% of essential and
non-essential aminoacid, respectively, was verified. Flour, isolated protein and soybean,
in this order, showed a higher Isoflavones content and a reduction of 0.3, 4.9 and 8.1%
in the total content in the extract. The fractions of B-glucosides, malonyl-glucosides and
aglycones changed from the relation 40:57:3, 28:65:7 and 16:83:1, respectively, in the
raw materials, to 62:28:10, 76:17:7 and 66:31:3, in the corresponding extracts. The
extracts were also different according to the reological behavior. The viscosity was
higher in soybean, flour and isolated extracts, in this order. The extracts obtained from
the soybean and isolated soy protein had similar acceptance based on the evaluated
attributes (color, aroma, flavor, texture and overall impression), overcoming the extract
obtained from the whole soy flour. Considering the good acceptance and the physical-
chemical and nutritional composition, the extract obtained from soybean was chosen to
elaborate the beverage with peaches pulp. Eighteen beverages formulations made of
soybean extract and peaches pulp, sugar and stabilizer, according to an complete
factorial design (23 with 4 central points and 6 axial points) and surface response
analysis were formulated. Pigment (“urucum”), peach aroma, citric acid and paraben
preservatives were added, followed by pasteurization (80-85°C, 20sec). The
independent variables soy protein (1.5 at 2.5%), stabilizer (0.12 at 0.16%) and sugar (8
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at 12%) had significant effect (p < 0,05) in the soluble solid, acidity, color, viscosity and
acceptability of the beverage. The percentage of soy protein was the acceptance
determinant factor, considering the attributes color, aroma, flavor, texture and overall
impression. The percentage of stabilizer had higher effect on the attributes texture and
overall impression, while the percentage of sugar was more effective regarding the
flavor and the overall impression. The most accepted beverage was the one formulated
with soybean extract using 2% of protein, peaches pulp, 10% of sugar and 0,14% of
stabilizer, corresponding to the experimental design central point. This beverage was
used in biological assay with rabbits (4 groups of 6 animal each) during 105 days
(Phase 1). The control group was fed with commercial meal, other group received
commercial meal more 50mL of the beverage and the other two groups were induced to
hypercholesterolemia by the daily ingestion of 200mg of cholesterol added to the
commercial meal, one of these also receiving the beverage. The beverage was effective
for the total cholesterol control levels in the blood, HDL-cholesterol and triglycerides and
the aorta’s lipidic plaques formation in the animals induced to hypercholesterolemia. In
the normocholesterolemic animals the beverage provided reduction in HDL's levels and
increased the triglycerides. In the hyper and normocholesterolemic rabbits the beverage
increased the glucose blood levels, but it didn't interfere in the weight gain.
Bifidobacteria counting evaluation in the animals’ feces that ingested the beverage
increased in one logarithmic cycle. The observed effects were confirmed by the assay
continuity for more 120 days (Phase 2). Hypercholesterolemic groups diet was inverted:
the animals induced to hypercholesterolemia (diet composed by meal and 0,2% of
cholesterol) during 105 days received in continuity the beverage for 120 days, and the
animals that consumed diet composed by commercial meal plus cholesterol and
beverage during 105 days, had suppressed the beverage during 120 subsequent days.

Key-words: soy; soymilk; soy beverage; cholesterol; bifidobacteria; rabbits.
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Introdugao

INTRODUGAO

A soja, no Brasil, € um dos principais produtos agricolas de importancia
econdmica, tendo sua produgéao atingido volumes recordes nos ultimos anos, passando

a liderar o volume de exportagdo mundial na safra 2002/2003 (Panorama Brasil, 2003).

Os graos de soja sao utilizados sobretudo para a extracao de 6leo vegetal, sendo
a torta ou farelo resultantes, empregados principaimente como matérias-primas para
ragado animal. Os produtos protéicos de soja como farinha, isolado e concentrado, tém
sido utilizados principalmente como melhoradores tecnolégicos de alimentos

industrializados.

Na alimentacédo humana, em face o elevado potencial de produgéo, baixo custo e
valor nutricional, a soja tem sido destacada como importante fonte protéica vegetal

notadamente para populagdes com escassez de alimentos e desnutricao (Liu, 2000).

Pesquisas tém evidenciado que a soja, além do seu potencial nutritivo, € um
alimento importante para a prevencado de doencas o que vem estimulando o seu
consumo pela populagdo em geral. Populagdes asiaticas, em virtude do costume
milenar de se alimentarem com grandes quantidades de soja e produtos derivados,
apresentam baixa incidéncia de enfermidades como céncer de mama e de préstata,
osteoporose e doengas cardiovasculares, além de rara manifestacdo dos sintomas
adversos da menopausa (Messina et al., 1994b). Em paises ocidentais, incluindo o
Brasil, essas doencas sao endémicas. A utilizagcdo da soja e derivados regularmente na
alimentacdo pode refletir em consideraveis beneficios a saude publica quanto a

manuteng¢ao da saude e prevencao de enfermidades.

No Brasil, a utilizacdo da soja na alimentagdo humana, na forma direta ou em
produtos como ingrediente principal, ainda € incipiente, devido a fatores de rejeigao

associados a determinados atributos sensoriais caracteristicos destes produtos que,



Introaugao

néo obstante a aplicacdo de tecnologias adequadas para o seu controle, ainda nao

lograram eficiéncia para aumentar a sua aceitacao pela populagéo.

A associagéo de produtos derivados da soja com outros usualmente consumidos
tem se mostrado uma excelente estratégia para incrementar o habito do seu consumo.
Também, a associagéo de produtos a base de soja com frutas tem mostrado excelente
compatibilidade pois a cor, o sabor e o aroma das mesmas minimizam o impacto
sensorial indesejavel da soja e agrega elementos nutricionais e funcionais aos produtos
resultantes. O Brasil detém grande variedade e disponibilidade de frutas que propiciam
o desenvolvimento de produtos com sabores e misturas peculiares, indo ao encontro a

crescente preocupacao dos consumidores com a saude.

O mercado nacional tem oferecido bebidas que associam o extrato de soja a
sucos de frutas com boa aceitagao pelo consumidor, as quais sdo formuladas com uma
quantidade de proteina de soja relativamente baixa, de 0,6 a 1,4%, limitada, em grande
parte, pelas dificuldades tecnolégicas para a estabilizacdo da bebida e aos atributos

sensoriais negativos associados a soja.

Em 1999, a Food and Drug Admistration (FDA, 1999) aprovou a alegacdo
nutricional em base a ingestéo diaria de 25g de proteina de soja para a obtencéo de
efeitos de prevencdo e/ou redugao de doencas cardiacas, considerando-se uma dieta
pobre em gordura saturada e colesterol. Contudo, a definicdo dos compostos e dos
mecanismos envolvidos, bem como da quantidade efetivamente necessaria para a
caracterizacéo de suas propriedades de salde, ainda nao sio conclusivos e vém sendo

intensamente pesquisados.

Considerando-se a grande disponibilidade de matéria-prima, o baixo custo e o
aporte nutritivo e de sadde, € de primordial importancia o desenvolvimento de produtos
a base de soja com maiores teores protéicos daqueles ja existentes no mercado,
levando-se em conta as exigéncias de qualidade almejadas pelo mercado consumidor e
a comprovagao da eficiéncia nutritiva e funcional ao organismo, dos produtos.



Introdugéo

Este trabalho teve como objetivos avaliar extratos de soja obtidos de diferentes
matérias-primas (gréos, farinha integral e isolado protéico de soja), sendo o mais aceito
sensorialmente base para a elaboragédo de bebida a base de soja e polpa de péssegos,
com teor protéico superior a produtos similares existentes no mercado, preservando a
sua qualidade tecnolégica e sensorial. A bebida foi avaliada com relacdo as suas
propriedades como alimento funcional relativamente a sua influéncia sobre os niveis de
colesterol sanguineo e crescimento de bactérias bifidas intestinais, utilizando coelhos

como modelo experimental.
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1. Revisao bibliografica
1.1. Soja: aspectos econdmicos e de produgiao

A soja foi introduzida no Brasil no final do século XiX, proveniente da China,
onde o cultivo e o consumo sao tradicionais e seculares, como em varios outros paises
orientais. A expansdo das lavouras no Pais foi gradativa, tendo atingido maior
proporgdo a partir da década de 60 nos estados do sul do Pais, favorecida por
condigbes edafo-climaticas e a estimulos a industrializagao e a exportacédo baseados
em programas de incentivo fiscal e de modernizagdo agricola e agroindustrial. O
melhoramento genético e a adaptagédo de tecnologias possibilitaram a introducdo da
cultura em outras regides, aonde a produtividade média vem aumentando ano a ano

(Barbosa e Assumpcgéo, 2001; Morais e Silva, 1996).

Atualmente, o Brasil é o segundo maior produtor mundial de soja tendo atingido
um volume recorde de producao estimado em cerca de 50 milhées de toneladas no ano
de 2003, 16% superior a safra de 2002, o que tornou o pais o maior exportador mundial

desta leguminosa (Panorama Brasil, 2003; Safra, 2003).

O elevado potencial produtivo, as caracteristicas agronémicas favoraveis para
cultivo e a composigéo quimica da soja tém determinado a sua importancia econémica.
Consideradas as variagdes entre variedades e condicbes edafo-climaticas, em média,
os graos de soja contém 40% de proteinas, 20% de 6leo, 35% de carboidratos e 5% de
minerais, constituintes que, integros ou fracionados em produtos ou matérias-primas
com caracteristicas especificas, permitem uma variada gama de utilizagées (Liu, 2000;
Wolf, 1972).

A utilizagao dos graos de soja no Pais é predominantemente para obtencao de
Oleo e racdo para animais, a partir do farelo ou torta (Freitas et al., 2000). Os derivados
protéicos de soja como farinhas, concentrados e isolados também tém sido

amplamente usados tecnologicamente como ingredientes de varios alimentos
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industrializados, o que introduziu a soja de forma indireta na alimentacido humana
(Morais e Silva, 1996). O consumo direto aumentou com a utilizacdo de proteinas
texturizadas em formulagées tecnologicas semelhantes as de alimentos
tradicionalmente consumidos e pela introdugéo de produtos fermentados ou n3o, pelos

imigrantes orientais, destacando-se o extrato de soja.

Apesar da producgéo elevada de soja e da variedade de produtos disponiveis no
mercado, a demanda por produtos de soja para consumo direto ndo atingiu niveis
marcantes devido ao preconceito associado com fatores antinutricionais, sabor e odor
caracteristicos da soja (estranhos ao paladar da populagéo), e a alegacéo de que estes
alimentos s&o pouco nobres e relegados a populagées de baixo poder aquisitivo.
Atualmente, verifica-se um discreto aumento no consumo, em face da constatacéo de
propriedades de salde da soja, além do seu reconhecido valor nutritivo, que a tornam
um produto singular. O aprimoramento das tecnologias de producéo e a diversificacao
dos produtos tém contribuido para este comportamento, embora muito ainda deva ser
feito com relagdo a qualidade tecnoldgica, principalmente no sentido de atingir a
qualidade sensorial esperada pelos consumidores e, ao mesmo tempo, manter as

propriedades nutritivas e funcionais.

1.2. Extrato de soja

O extrato de soja, também conhecido como leite de soja, € a emulsao/suspensao
aquosa obtida a partir dos graos de soja. O produto tem origem na China ao redor de
2000 anos a.C., tendo sido introduzido no ocidente no inicio do século XX. No Brasil, a
producéo industrial de extrato de soja data da década de 60, com a introducédo de uma
bebida nutritiva, adogada e aromatizada, pronta para o consumo (Berk, 1992). A partir
dali, inumeras tecnologias foram geradas e/ou adaptadas para producéo de extrato de
soja na forma liquida ou em p6, em diferentes formulagées, visando estimular o seu
consumo, acompanhando a tendéncia mundial, cujo estimulo foi a exploragéo agricola

da soja e a explosao demografica e os conseqiientes problemas de ma nutricao.
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Os esforcos em adotar o extrato de soja em substituicdo ao leite bovino nao
obtiveram o sucesso esperado, mesmo com a ampla divulgacdo das caracteristicas
nutricionais inerentes devido, principalmente, as caracteristicas sensoriais do produto
(Ginn et al., 1998). Sua utilizagdo como alternativa ao leite bovino, ficou restrita as
regides onde a disponibilidade deste era insuficiente, a alimentagdo de criangas com
intolerancia a lactose e para individuos vegetarianos ou com restricbes religiosas.
Atualmente, o interesse pelo extrato de soja tem aumentado em fungéo dos aspectos
de saude associados a soja e a sua caracterizagdo como produto nutritivo e nao

somente como substituto do leite bovino (Liu, 1999).

A composigao quimica do extrato de soja, bem como as suas caracteristicas
fisicas e sensoriais, variam em fungdo da matéria-prima de origem e do processo
tecnoldgico utilizado na sua obtencdo (Chauhan et al.,, 1998b; Mnkeni e Nyaruhucha,
1994; Bourne, 1976). Em média, 100g de extrato de soja apresenta 0,4-2,0g de
carboidratos, 2,0-3,5g de proteinas, 0,3-1,9g de lipidios, 15-70mg de célcio, 30-105mg
de fésforo, 1,2-3mg de ferro, 40ug de tiamina, 120ug de riboflavina e 0,1mg de niacina
(Chauhan et al., 1998b; Franco, 1986; Bourne, 1976). Apresenta concentragbes
relativamente altas de cobre, magnésio, molibdénio, aluminio, bario, niquel e selénio
(Biego et al., 1998; Foster e Sumar, 1996); contém quantidades substanciais de todos
os aminoacidos essenciais com excecao dos sulfurados (Zarkadas et al., 1993); e, além
disso, preserva substancias responsaveis por efeitos benéficos a saude associados a

soja, tais como oligossacarideos e isoflavonas.

Os processos de obtengdo do extrato a partir dos grdos de soja consistem
basicamente em operagdes preliminares de selecdo e lavagem dos graos, maceracao
em agua, retirada da casca, desintegracao, aquecimento e separagao do residuo (Liu,
1999; Berk, 1992; Ferreira et al., 1974).

O extrato, além dos gréaos, pode ser obtido diretamente da farinha ou do isolado

protéico de soja, o que permite eliminar algumas etapas do processo de obtencdo do
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extrato a partir dos gréos, associando alteragbes na sua composi¢cdo quimica, fisica,

nutricional e propriedades funcionais relacionadas a satde.

A farinha de soja integral € uma fragéo fina, obtida a partir de graos de soja
descascados, tratados termicamente e moidos, que passa por uma peneira de
100mesh e cuja composicdo quimica centesimal assemelha-se a da soja que lhe deu
origem. O tratamento térmico, aplicado para inativar os fatores antinutricionais e
enzimas, diferencia os processos usados na sua obtengdo: tratamento dos grios
integros com vapor superaquecido, seguido de descascamento e moagem; tratamento
térmico dos gréos por cozimento em agua, seguido de secagem, quebra, retirada da
casca e moagem; e, processamento por extruséo a altas temperaturas (150-170°C) por
4-5min (Liu, 1999; Morais e Silva, 1996; Berk, 1992).

O isolado protéico é produzido a partir do farelo da soja, apds o processo de
extragdo do Oleo, podendo ser definido como um produto que apresenta a maior
concentragéo de proteina de soja, normaimente superior a 80%, em detrimento dos
compostos nao protéicos (lipidios, aglcares e fibras). O processo de obtengao
compreende, fundamentalmente, quatro fases: extragédo, precipitagdo, neutralizacéo e
secagem (Liu, 1999; Morais e Silva, 1996; Berk, 1992). Dependendo da tecnologia
aplicada, podem ocorrer perdas ou modificagbes dos aminoacidos e de outros
componentes originais da soja, como as isoflavonas, que séo parcialmente perdidas no
processo quando a extragdo é feita com alcool, mas podem ser mantidas quando a

extragdo € com agua (Fiori, 2001).

O gosto e o odor desagradaveis do extrato de soja tiveram papel limitante e
ainda constituem o fator de rejeicdo a sua aceitacdo nas populagdes ocidentais. O
sabor caracteristico de “feijao cru” deve-se aos compostos volateis de baixo peso
molecular, resultantes da agdo catalitica da enzima lipoxigenase na oxidacao de acidos
graxos insaturados, especiaimente linoléico e linolénico (Goossens, 1974). O amargor e

a adstringéncia estado relacionados a compostos ndo volateis como as isoflavonas,
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especialmente na forma aglicona, e as saponinas (Kwok e Niranjan, 1995; Huang et al.,
1982).

O extrato de soja tem sido estudado em relagdo a inUmeros aspectos como a
utilizacao de variedades de soja melhor adaptadas para a sua produg¢do (Reddy e Mital,
1992; Tango et al., 1984; Turatti ef al., 1979); tecnologias de processamento (Lanzani et
al., 1988; Moretti et al., 1979; Ferreira et al., 1974); suplementacéo e fortificacdo (Casé
et al., 2002; Silva Junior e Demonte, 1997; Weingartner ef al, 1983; Hippe e
Warthesen, 1978); aumento do rendimento (Poysa e Woodrow, 2002; Eriksen, 1983;
Bourne, 1976); estabilidade no armazenamento (Nsofor e Anyanwu, 1992; Uboldi Eiroa
e Ferreira, 1984); controle dos fatores antinutricionais (Wang, 1986; Johnson et al.,
1980); entre outros. Contudo, face a limitagdo do consumo em fungé&o das
caracteristicas sensoriais desenvolvidas na sua elaboragédo, aspectos como sabor e

aroma sdo os mais exaustivamente pesquisados.

As tecnologias disponiveis para a melhoria da qualidade sensorial do extrato de
soja incluem o uso de variedades de soja cuja enzima lipoxigenase tenha sido
suprimida por melhoramento genético (Liu, 1999), uso de ions cupricos (Huhn e
Pinheiro, 1980) ou de substancias alcalinas (Miya et al., 1975), maceracéo dos gréos
em alcool (Ashraf e Snyder, 1981), desodorizagdo do extrato por vacuo (Liu, 1999) ou

arraste de vapor (Moraes, 2002) e inativagao enzimatica por tratamento térmico.

O tratamento térmico visando a inativagdo enzimatica pode ser feito nos graos
integros usando agua quente como proposto por Nelson et al. (1976) ou com radiagéo
de microondas (Pino et al., 2002; Wang, 1986) e, também, durante o processo de
rompimento dos mesmos (Wilkens et al, 1967), método mais usado e bastante
eficiente, principalmente se forem mantidas ao minimo as condi¢des oxidantes (Arkcoll
e Costa, 1981; Moretti, 1981).

O tratamento térmico também tem por finalidade eliminar e/ou reduzir a atividade

de fatores antinutricionais como as hemaglutininas, o fator bocigeno, as antivitaminas,
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os fitatos e os inibidores de tripsina, que tém a capacidade de inibir a atividade
proteolitica de algumas enzimas do sistema digestivo de humanos e animais (Liener,
1994).

Os tratamentos térmicos muito rigorosos, contudo, podem comprometer o valor
nutritivo do extrato de soja pela degradacgéo de aminoacidos, reducédo do rendimento no
processo de obtengéo do produto e afetar negativamente as caracteristicas sensoriais
de cor, aparéncia, consisténcia, aroma e sabor. Atualmente, tem sido considerada
positiva a indugéo de efeitos fisioldgicos pela ingestdo de compostos considerados
antinutricionais, o que também minimiza a necessidade de aplicagédo de tratamentos

térmicos muito intensos no processamento do extrato de soja (Goldberg, 1994) .

1.3. Bebidas de soja

O extrato € um dos produtos da soja mais difundidos em nosso meio, devido a
sua versatilidade para utilizagdo na forma direta ou na elaboragéo de outros produtos
como sorvetes, analogos de leite condensado, bebidas e em mistura com inumeras
outras matérias-primas (Prudéncio ef al., 2002; Della Modesta ef al., 2001; Inui et al.,
2001; Omueti et al., 2000; Otero et al., 1998; Paz Frassino et al., 1998; Silva et al.,
1998).

As tecnologias disponiveis para melhorar as caracteristicas sensoriais do extrato
de soja tém alcancado resultados bastante positivos. Entretanto, sua melhor aceitacao
pelos consumidores, especialmente na forma pura, ainda é limitada, visto que os
extratos de soja “naturais” prontos para o consumo disponiveis no mercado adicionam
invariavelmente ingredientes que conferem docgura e/ou aromatizantes com o intuito de

mascarar o sabor caracteristico de soja.
Esta restricdo ao aroma e ao sabor de soja pelos povos ocidentais deve-se a
aspectos culturais, notadamente os associados aos habitos alimentares, por sua vez

agravados pela oferta de produtos de soja de baixa qualidade. A pouca familiaridade
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com este sabor por parte da populag@o faz com que a aceitagéo do extrato de soja seja
marcadamente aumentada quando associado a aditivos e/ou ingredientes que lhe
confere caracteristicas de sabor e aroma diferentes (Casé et al., 2002; Pino et al., 2002;
Tashima e Cardello, 2002; Espinosa ef al. 2000; Ginn ef al., 1998, Wang ef al., 1997;
Chauhan et al., 1993; Ferreira e Shirose, 1976).

Considerando-se a inércia natural a8 mudanca de habitos alimentares, é
importante que a introdugéo da soja como ingrediente na alimentagdo cotidiana seja
implementada de forma a afetar pouco esses habitos. A associagdo de extrato de soja
com produtos usualmente consumidos como sucos de frutas € uma forma de introdugéo
deste alimento na dieta. Tem sido bastante utilizada e vem alcangando &étimos
resultados em termos de aceitagdo pelos consumidores, cujo julgamento é
determinante para a ampliagdo e a diversificagdo da produgao deste tipo de bebidé
(Soymilk, 1984).

Rosério e Maldo (1979) verificaram maior aceitagdo quando a adigao de leite de
coco ao extrato obtido de grdos de soja era em concentragbes tal que o coco fosse
perceptivel sensorialmente mas mantendo a possibilidade de percepgdo das

caracteristicas sensoriais do extrato.

Vieira et al. (1994) obtiveram excelentes resultados em termos de aceitagéo
adicionando calda de polpa de frutas tropicais (bacuri, cupuacu, tapereba, graviola e

murici) ao extrato obtido de gréos de soja.

Chauhan et al. (1998a) testando diferentes combinag¢des de polpa de manga com
isolado protéico de soja na elaboragdo de uma bebida verificaram maior aceitagéo
daquela formulada com 60 partes de polpa e 40 partes de isolado, com significativa

melhora do sabor e da textura.

O consumo mundial de bebidas de soja vem aumentando nitidamente, tendo

atingido um volume estimado em 2 bilhées de litros por ano, com previsdo de
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duplicagédo até o ano de 2004 (Innovation, 2001). No Brasil, 0 mercado de bebidas
saudaveis, destacando-se as que utilizam a soja como ingrediente principal, vem
crescendo muito, impulsionado pela mudanga de habitos dos consumidores, que hoje
estdo cada vez mais preocupados em buscar o seu bem-estar através de uma boa
alimentac&o. Tal comportamento vem transformando este segmento que esta bastante
diversificado, oferecendo inlimeros produtos na linha salde, especialmente em

formulagbes que associam extrato de soja e frutas (Datamark, 2003a,b).

As bebidas disponiveis no mercado nacional que associam extrato de soja e
frutas apresentam uma quantidade de proteina de soja que varia entre 0,6 a 1,4%
(Genovese e Lajolo, 2002). Entre outros aspectos, problemas de ordem tecnoldgica,
como a estabilizagéo, e sensoriais, como o sabor caracteristico de soja, tém sido
fatores limitantes da utilizacdo de percentuais mais elevados de soja na formulacéo

deste tipo de bebidas.

1.4. Soja como alimento funcional

Alimentos funcionais sdo aqueles que contém em sua composicio, substancias
nutrientes ou nao nutrientes, capazes de modular as respostas metabdlicas do
individuo, resultando em maior protecéo e estimulo a saude (Pacheco e Sgarbieri,
2001). A soja, além do seu reconhecido valor nutricional, também apresenta inimeros

compostos que a identificam como um alimento funcional.

As propriedades funcionais associadas ao consumo de produtos contendo soja
tém sido atribuidas principalmente aos fitoquimicos presentes nesta leguminosa,
destacando-se os inibidores de proteases, fitatos, fitoesterdis, saponinas, acidos
fendlicos, lecitina, acidos graxos insaturados (6mega 3) e isoflavonoides. Outros
compostos da soja como aminoacidos, fibras, vitaminas, minerais e carboidratos
também tém sido relatados com efeitos benéficos a saide. Tem se destacado também
a agéo sinergistica destes compostos na prevengao de ostoporose, diabetes, doengas

coronarianas, controle dos sintomas da pés-menopausa, reducdo de colesterol e
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inibicéo de diversos tipos de cancer (Friedman e Brandon, 2001; Waggle e Potter, 2000;
Tham et al., 1998; Knight e Eden, 1996; Messina et al., 1994a,b).

As isoflavonas sdo um grupo de compostos fendlicos encontrados em diversos
vegetais, predominantemente nas leguminosas e em maior concentracdo na soja
(Tham et al., 1998), onde os teores variam entre 0,1 e 6mg/g dependendo da variedade
e das condigdes climaticas e ambientais (Jackson et al., 2002; Nakamura et al., 2000:
Carrao-Panizzi et al., 1999a; Franke et al., 1999; Araujo et al., 1995: Tsukamoto et al.,
1995; Wang e Murphy, 1994a; Coward et al., 1993; Eldridge e Kwolek, 1993; Santos,
1993). Trés tipos de isoflavonas foram identificados na soja: daidzina, genistina e
glicitina que podem estar presentes nas formas de B-glicosidios, malonil-glicosidios,
acetil-glicosidios e agliconas. Enquanto nos graos predominam as formas maloniladas
(Naim et al., 1974), nos produtos obtidos a partir da soja, a ocorréncia e a retencéo de
isoflavonas, bem como a distribuicdo dos is6meros, varia em funcdo dos processos

tecnolégicos empregados (Wang e Murphy, 1994b).

Nos produtos obtidos a partir da soja, perdas de isoflavonas podem ocorrer em
determinadas etapas do processamento empregado como a de fracionamento e/ou de
lixiviaggo (Wang e Murphy, 1996; Jackson et al., 2002). As etapas de processamento
tecnoldgico também estéo envolvidas com as modificacdes entre os isémeros, incluindo
a hidrolise enzimatica, durante a maceragéo do grao e/ou nos processos que envolvem
fermentagdo, e o processamento térmico e/ou quimico, resultando na conversdo da
forma malonil para a glicosidica e desta para a forma aglicona (Jackson et al., 2002;
Carrao-Panizzi et al., 1999b; Aratjo et al., 1997; Matsuura e Obata, 1993).

A ocorréncia de isoflavonas em produtos de soja sempre esteve associada a
caracteristicas sensoriais indesejaveis, como amargor e adstringéncia (Kwok e
Niranjan, 1995; Matsuura et al., 1989). Mais recentemente, com a verificacdo da sua
presumida agéo na prevengéo e controle de algumas doengas, sua presenca nestes

produtos tornou-se desejavel.
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As isoflavonas da soja tém sido muito estudadas pela constatacdo de que a
excrecdo urinaria destes compostos esta diretamente correlacionada com a ingestdo
significativa de soja por populacbes que apresentam baixo indice de algumas doencgas
cronico-degenerativas (Messina ef al., 1994a). Sao também chamadas fitoestrogenos
por apresentarem propriedade estrogénica e antiestrogénica, devido a sua semelhanca
quimica estrutural com o estrégeno endégeno e sintético, o que permite a interacédo
com os receptores destes horménios no organismo (Setchell, 1998). Estudos em cultura
de células, modelos animais e ensaios clinicos em humanos tém evidenciado a agéo
das isoflavonas na prevencdo e diminuicdo de cénceres, relacionados ou ndo a
horménios; efeito protetor contra doencas cardiovasculares; reducdo dos niveis de
colesterol, beneficios no tratamento da osteosporose, alivios dos sintomas da pés-
menopausa e modulagao das fungcdes renal e cognitiva (Demonty et al., 2002; Kurzer,
2002; Lamartiniere ef al., 2002; Anderson et al., 1999; Messina, 1999; Mazur et al.,
1998; Potter, 1998; Fracog e Fracog, 1996).

As formas agliconas das isoflavonas (daidzeina e genisteina) tém sido relatadas
como as formas biologicamente ativas por apresentarem atividade estrogénica,
antiestrogénica, antiviral, antifingica, bactericida, antioxidante, antimutagénica, anti-
hipertensiva, antiinflamatéria e antiproliferativa (Jenkins et al., 2000; Kelloff et al., 2000;
Casanova, 1999; Halbe et al., 1999; Miyazawa, 1999; Sadowska-Krowicka, 1998 Kim
et al., 1998; Knight e Eden, 1996; Wu et al., 1992; Naim et al., 1976; Naim et al., 1974;).
A biodisponibilidade das isoflavonas no organismo depende da espécie, sexo, idade e
da microbiota intestinal presente, a qual é capaz de metabolizar as isoflavonas

conjugadas em agliconas (lzumi et al., 2000).

A genisteina € a isoflavona mais extensivamente estudada e tem mostrado
atividade como antioxidante e inibidora da angiogénese, da diferenciacéo celular e da
atividade de algumas enzimas envolvidas no crescimento e regulagdo celular, como a
tirosinaquinase, fatores envolvidos na ocorréncia e desenvolvimento de inumeras
enfermidades (Lamartiniere ef al., 2002; Jenkins ef al., 2000; Yamakoshi et al., 2000;
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Schoene e Guidry, 1999; Kirk et al., 1998; Nogowisk et al., 1998; Potter, 1998; Setchell,
1998; Tham et al., 1998).

Os oligossacarideos s&o outros compostos da soja potencialmente envolvidos
com efeitos funcionais fisiolégicos. Tais compostos, quando ingeridos podem provocar
efeitos indesejaveis como flatuléncia e diarréia (Rackis ef al., 1970), mas, ao mesmo
tempo, assim como as isoflavonas, sua ocorréncia nos alimentos de soja tornou-se
desejavel pela sua possivel agdo terapéutica, relacionada com o crescimento de
bifidobactérias, microrganismos que constituem a microbiota intestinal e promovem

muitos efeitos benéficos a salde.

Os oligossacarideos sao carboidratos formados de trés a dez unidades de
mondmeros de hexoses que podem ser encontrados em muitos vegetais na forma livre
ou combinada (Crittenden e Playne, 1996). Na soja, a rafinose e a estaquiose,
juntamente com a sacarose, constituem cerca de 15% (base seca) do grio, dos quais
63%, 5% e 32%, respectivamente, correspondem a sacarose, rafinose e estaquiose.
Tais fragdes podem variar em funcao da variedade e do estadio de maturagido da soja
(Liu, 1999). Nos produtos derivados de soja, a ocorréncia destes aglicares depende da
tecnologia de processamento empregada, podendo ocorrer perdas em decorréncia de

transformacdes quimicas e/ou bioquimicas ou por lixiviagao (Ida et al., 1981).

O crescente interesse pelos oligossacarideos advém do fato de que estes
compostos sao resistentes as enzimas salivares, pancreaticas e intestinais, bem como
a acidez estomacal, nao sendo digeridos pelo organismo humano por nao apresentar a
enzima o-galactosidase, necessaria a hidrélise destes acucares. Conseqiientemente,
os oligossacarideos atingem o célon na forma intacta onde podem ser metabolizados
pela microbiota residente, incluindo as bactérias do género Bifidobacterium, que s&o
seletivas a este substrato. Os efeitos benéficos a salde pela ingestdao de
oligossacarideos nao-digeriveis também se assemelham aqueles atribuidos as fibras na
dieta, pois aumentam o bolo fecal, reduzem o transito gastrointestinal e podem suprimir

a digestao e a absorgao de nutrientes no intestino (Liu, 1999; Mitsuoka, 1978).
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As bifidobactérias s&o bactérias gram-positivas, estritamente anaerébicas, que
habitam naturalmente o intestino de animais € do homem. Em bebés pode
corresponder a até 95% da microbiota intestinal passando a aproximadamente 25% na
fase adulta, dependendo de inumeros fatores como idade, imunidade, condicdes
fisicas, disturbios fisiolégicos, utilizacdo de antibidticos, competicdo com outras
bactérias e a presenca de fatores bifidogénicos na dieta (Modier, 1994; Mitsuoka,
1978).

As bifidobactérias parecem ter efeitos benéficos para humanos e animais por
varios mecanismos, destacando-se a acidificacdo intestinal (producdo de acidos
orgénicos) e a competicdo com outras bactérias pelos nutrientes e pelos sitios de
fixacdo na parede intestinal. A produgao de acidos organicos (acético e lactico), como
resultado da fermentacdo e conseqliente abaixamento do pH do intestino, limita o
crescimento de bactérias putrefativas e/ou patogénicas, residentes ou introduzidas pela
dieta, diminuindo, consequentemente, a produgcdo de toxinas e outras substancias
nocivas ao hospedeiro como amdnia, aminas, nitrosaminas, fendis, creséis, indol,
escatol e acidos biliares secundarios. Algumas destas tém sido consideradas potentes
carcinégenos (Cummings e MacFarlane, 2002; Marteau e Boutron-Ruault, 2002;
Gibson et al., 1994; Tomomatsu, 1994; Mitsuoka, 1978).

A redugdo da concentracdo de metabdlitos tdxicos, proporcionada pelas
bifidobactérias com a ingestédo de oligossacarideos, alivia a carga de desintoxicagéo do
figado. Devido a producao de altos niveis de acidos graxos de cadeia curta, estes
microrganismos previnem a constipagao pela estimulagdo dos movimentos peristalticos
do intestino. Tem sido relatada sua acéo imunomoduladora, na producéo de vitaminas
do complexo B, aumento da absor¢ao de calcio, estimulo a apoptose, fungéo anticancer
e controle na formacgao de calculos biliares e nos niveis séricos de colesterol. Alguns
destes efeitos ainda nao lograram resultados conclusivos (Buddington et al., 2002;
Marteau e Boutron-Ruault, 2002; Wang e Gibson, 1993).
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1.5. Soja e as doencas cardiovasculares

Estudos epidemioldgicos tém evidenciado que os paises orientais, destacando-
se o0 Japao, tém menor incidéncia de doencas cardiovasculares comparativamente aos
paises ocidentais. Esta manifestacdo esta relacionada nao sé as diferencas no estilo de
vida mas também a dieta, que inclui nos habitos alimentares produtos a base de soja
(Waggle e Potter, 2000; Messina et al., 1994a).

O colesterol tem fungbes fisioldégicas importantes no organismo como constituinte
das membranas celulares e como elemento na sintese de acidos biliares, horménios e
vitamina D. Entretanto, quando em niveis elevados no plasma, tem sido relatado como
um dos fatores primarios de risco de doencas cardiovasculares. A hipercolesterolemia
pode ser causada por anormalidades genéticas ou adquiridas ou ser induzida pela
dieta. O aumento dos niveis séricos de colesterol estdo correlacionados com a
ocorréncia de aterosclerose, a qual €& caracterizada pela formacdo de placas
fibrogordurosas na tanica intima das artérias (ateroma), especialmente naquelas de
grande e médio calibre. O transporte de lipidios e colesterol na corrente sanguinea é
feito por lipoproteinas que possibilitam a solubilizagdo destes compostos no sangue.
Sao particulas globulares constituidas por um nucleo apolar de triacilglicerideos e
ésteres de colesterol, circundado por uma camada polar de fosfolipidios, colesterol livre
e apolipoproteinas. As particulas de lipoproteinas incluem: quilomicrons, lipoproteinas
de densidade muito baixa (VLDL), lipoproteinas de densidade baixa (LDL) e
lipoproteinas de densidade alta (HDL) que se diferenciam em funcdo do tamanho e
densidade. Os quilomicrons sdo responsaveis pelo transporte de triacilglicerideos
exoégeno e as VLDL, pelo endégeno. A fracdo LDL transporta o colesterol para os
orgaos e tecidos. Quando em excesso pode levar a ocorréncia de problemas
cardiovasculares. A fragdo HDL, por outro lado, remove o colesterol da corrente
sanguinea para o figado onde é eliminado pela bile ou reaproveitado (Pasqualucci et
al., 2002; Champe e Harvey, 1997; Stryer, 1996).
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A reducado dos niveis séricos de colesterol através da dieta, especialmente da
fracdo LDL, tem se mostrado efetiva na diminuicdo da ocorréncia de doencgas
cardiovasculares. Dietas ricas em gorduras insaturadas, fibras, proteinas vegetais,
fitoestrégenos, alguns minerais e/ou substancias antioxidantes também tém sido
relacionadas com sua menor incidéncia (Anderson et al., 1999; Kushi ef al.,, 1999;
Slavin et al, 1999; Potter, 1998; Kurzer e Xu, 1997; Fracog e Fracog, 1996;
Hunninghake et al., 1994). A soja, por apresentar estes e outros constituintes em
quantidades relativamente elevadas, tem sido destacada como alimento importante na
prevencao e controle destas e de outras enfermidades (Maranhao, 2001; Njoku et al,,
1999; Goldberg et al., 1982).

Baseado no reconhecimento cientifico, a FDA (FDA, 1999) aprovou a declaragao
na rotulagem de alimentos de soja de que o consumo de 25g de proteina de soja ao
dia, associado a uma dieta pobre em gorduras saturadas e colesterol, pode reduzir o

risco de doencas cardiovasculares.

Apesar dos efeitos benéficos da ingestao de proteina de soja sobre os lipidios do
plasma, lipoproteinas e aterosclerose serem conhecidos ha muitas décadas, os
mecanismos envolvidos e os compostos responsaveis pelos efeitos apresentados ainda
nao estdo bem definidos (Jenkins et al., 2002; Anthony et al., 1996; Kritchevsky, 1995).

Um dos mecanismos propostos refere-se ao aumento na excrec¢do fecal de
acidos biliares com a consequente redugéo na concentragao de colesterol total sérico.
Neste estado, o metabolismo hepatico do colesterol muda para prover colesterol e
aumentar a sintese de acidos biliares. Ao mesmo tempo, a biossintese de colesterol
aumenta a atividade dos receptores de LDL, resultando em um aumento da remogao de
colesterol, a partir do sangue, via receptores de LDL, reduzindo as concentragbes de
colesterol no sangue, particularmente da fracdo LDL. Outro mecanismo envolve
alteracdes no metabolismo hepatico do colesterol, mais especificamente no aumento da
atividade da HMG CoA redutase (hidroximetil glutaril coenzima A), induzindo a um

aumento da re-sintese de colesterol para compensar o aumento na excrecao de acidos
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biliares. Alguns autores sugerem um terceiro mecanismo no qual a proteina da soja
teria um efeito enddcrino sobre o aumento da taxa insulina:glucagon e tiroxina,
horménios responsaveis pelo aumento da atividade dos receptores de LDL (Waggle e
Potter, 2000; Giroux et al, 1997; Kurzer e Xu, 1997; Carroll e Kurowska, 1995;
Forsythe, 1995; Potter, 1995).

Aminoacidos e peptideos, saponinas, acido fitico, inibidores de tripsina, fibras e
isoflavonas sao alguns dos constituintes da soja aos quais tém sido atribuidos, isolada
ou conjuntamente, os efeitos hipocolesterolémicos observados (Clarkson, 2002;
Tonstad et al., 2002; Takatsuka et al., 2000; Sirtori et al, 1999; Potter, 1995; Raaij et al.
1981).

Investigagbes mais antigas focavam apenas a composigao em aminoacidos da
proteina da soja como sendo a responsavel pelo efeito hipocolesterolémico. Esta
composicdo foi o fator determinante na redugao do colesterol plasmatico observado
nos estudos de Katan et al. (1982) e Huff e Carroll (1980), utilizando dietas com
proteina de soja. Kritchevsky (1993) verificou que coelhos alimentados com uma dieta
na qual o aminoacido arginina era adicionado a caseina permaneciam
hipercolesterolémicos, mas mostravam uma reduc¢do de aproximadamente 25% na
aterosclerose e que quando o aminodacido lisina era adicionado a proteina de soja,
ocorria um aumento de 50% nos niveis de colesterol sérico e de 60% na aterosclerose.
Posteriormente, Kurowska e Carroll (1994) verificaram que animais alimentados com a
proteina de soja sem adicdo de aminoacidos, apresentaram melhor resposta
hipocolesterolémica, sugerindo que a proteina ndo era o Unico componente envolvido

nesta resposta.

A acao isolada dos aminoacidos da soja sobre a hipercolesterolemia ainda tem
sido postulada. De acordo com Damasceno et al. (2000) a composicado em
aminoacidos, especialmente a relagdo entre os aminoacidos arginina e lisina e a baixa
concentracdo de metionina na soja, € um fator importante no controle do estresse

oxidativo em dietas ricas em colesterol. Estes autores sugerem que o efeito protetor
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relacionado ao decréscimo na peroxidagdo de lipidios, conteldo de colesterol,
triacilglicerideos e de lipoproteinas aterogénicas (VLDL e LDL), observado em coelhos
alimentados com isolado protéico de soja, seja atribuido a uma agéo intrinseca da

proteina.

O estudo do mecanismo de agéo da proteina de soja a nivel molecular realizado
por Sirtori et al. (1995) indicou que as globulinas da soja, especificamente a fracdo 7S,
podem exercer um efeito de redugéo do colesterol em animais por estimulo hormonal e
que, in vitro, elas podem aumentar significativamente a ligacdo do LDL com os
receptores hepaticos. Este resultado foi posteriormente confirmado in vivo por Sirtori et
al. (2001) e Carrol e Kurowska (1995).

Atualmente as isoflavonas também tém sido relacionadas ao efeito
hipocolesterolémico e antiaterogénico da soja. Resultados positivos tém sido obtidos
principalmente em modelos animais (Demonty et al., 2002), bem como em mulheres na
pds-menopausa (Potter, 1998), homens e mulheres jovens (Ho et al., 2000) e individuos
hipercolesterolémicos (Jenkins et al, 2002; Wong et al, 1998). Anthony et al. (1996)
constataram que macacos alimentados com proteina de soja com isoflavonas
naturaimente presentes tiveram niveis de colesterol significativamente menores do que
aqueles alimentados com a mesma proteina, sem as isoflavonas, ou com caseina.
Yamakoshi et al. (2000) verificaram que um extrato alcodlico rico em isoflavonas
agliconas inibiu a progressdo da aterosclerose em coelhos, sem afetar os niveis de
colesterol séricos. Ja Crouse et al. (1999) mostraram que as isoflavonas que ocorrem
naturalmente na soja reduziram a concentragédo plasmatica de colesterol total e LDL
sem afetar os niveis de triacilglicerideos e HDL e que as isoflavonas isoladas em

extrato etanodlico néo produziram qualquer efeito.

Os mecanismos que podem estar envolvidos na alteracdo do metabolismo
lipidico pelas isoflavonas incluem o aumento na atividade dos receptores de LDL e/ou
inibicdo da sintese do colesterol enddgeno (Kirk et al., 1998; Nogowisk et al., 1998;
Tham ef al., 1998). As isoflavonas inibem o desenvolvimento da lesdo aterosclerética
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pela inibicdo das células de adesdo e alteragdo na atividade de fatores de crescimento
especificos, como o fator derivado de plaquetas e citoquinas, as quais influem na
formacdo da placa; efeitos estes provavelmente mediados pela inibicdo da
tirosinaquinase (Yamakoshi et al., 2000; Schoene e Guidry, 1999; Potter, 1998; Raines
e Ross, 1995; Wilcox e Blumenthal, 1995). As propriedades antioxidantes das
isoflavonas também tém sido associadas a redugdo da peroxidagao lipidica, importante
fator de risco na patogénese da aterosclerose (Jenkins et al., 2000; Anthony et al.,
1998; Setchell, 1998; Kanazawa ef al., 1995).

De acordo com lzumi et al. (2000) as formas agliconas das isoflavonas sdo mais
facilmente absorvidas e efetivas em seres humanos na prevengéo de doengas cronicas
como doencgas coronarianas, para cuja resposta positiva & necessario manter uma

concentracéao constante destes componentes no plasma por um longo periodo.

A interpretacdo da acdo exclusiva das isoflavonas no controle da
hipercolesterolemia tem sido questionada em face de respostas negativas obtidas em
experimentos com animais e humanos utilizando estes compostos isoladamente
(Dewell et al., 2002; Nestel et al., 1997; Anthony et al., 1996). A variag&o nos resultados
tem sido atribuida as diferentes quantidades e tipos de proteinas utilizadas nas dietas
experimentais, as diferentes fragcbes de isoflavonas presentes no alimento e ao
consumo de fitoestrogenos adicionais na dieta e/ou a outros compostos capazes de

alterar o metabolismo lipidico (Friedman e Brandon, 2001).

Alguns autores sugeriram que o efeito de redugédo do colesterol seja devido
principalmente as fibras da soja, mas esta suposi¢é@o nao foi confirmada em virtude da
maioria dos trabalhos utilizarem isolado protéico de soja (sem fibras) com resultados
positivos. Contudo, em dietas onde a fibra esteve presente naturaimente ou adicionada

foi observada marcante reducéo nos niveis de colesterol (Waggle e Potter, 2000).

Os oligossacarideos da soja também tém sido relatados no controle dos niveis

séricos de colesterol em estudos in vitro e in vivo (Freitas, 2000; Tomomatsu, 1994). Os
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mecanismos envolvidos supdem uma agao semelhante a das fibras e a alteragdes na
microbiota intestinal, com crescimento de bifidobactérias que teriam supostamente um
efeito inibitério contra absorcdo de miscelas de colesterol através da parede do

intestino.

Muitos autores associam os efeitos gerados pelo consumo de alimentos de soja
a um conjunto de fatores agindo conjuntamente gerando uma matriz na qual o
metabolismo do colesterol é alterado e resultando em decréscimo na concentracio de
colesterol no sangue (Clarkson, 2002). Os mecanismos variam dependendo do modelo
animal. Os componentes responsaveis pelos efeitos hipocolesterolémicos atuam
diferentemente dependendo da espécie, do tempo de estudo e da quantidade de
colesterol ingerida, bem como da quantidade e do tempo de ingestao da proteina de
soja. Contudo, as evidéncias dos beneficios potenciais associados a soja s&o inegaveis
(Teixeira et al., 2000; Nilausen e Meinertz, 1998; Potter, 1995).
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1. Introducao

O extrato protéico de soja, também conhecido como “leite de soja”, & originario
da China e tem sido um item importante na dieta dos asiaticos ha centenas de anos. Foi
introduzido no ocidente por volta da metade do século XX para atender a pessoas com
intolerancia a lactose, vegetarianos e individuos com restricées alimentares e/ou de
ordem religiosa (Liu, 1999). Posteriormente as bebidas comerciais de soja alcangaram
penetracdo consideravel nos mercados ocidentais como fonte protéica barata, em
substituicdo ao leite bovino, para atender populagées carentes. A utilizacdo destes
produtos nao logrou o sucesso esperado devido a atributos sensoriais caracteristicos

nao bem assimilados e aceitos pela populagao (Ginn et al., 1998; Moretti, 1981).

A importancia da soja como fonte de proteina na nutricdo humana reside no seu
alto teor de aminoacidos essenciais, sendo limitante apenas com relagdo aos
aminoacidos sulfurados (Liu, 1999; Morais e Silva, 1996; Wang, 1986; Turatti ef
al.,1979; Lam-Sanchez, 1978; Sikka et al., 1978). Além da falta do habito de consumo
da populacao, varios outros fatores tém dificultado o emprego da soja em larga escala,
destacando-se seus componentes inibidores de ftripsina, as hemaglutininas, as
saponinas, os causadores de bdécio e de flatuléncia, o sistema lipoxigenase e as
isoflavonas; estes ultimos responsaveis pelo sabor e aroma caracteristicos presentes
nado s6 na soja crua como também nos produtos dela derivados, incluindo os extratos

protéicos (Kwok e Niranjan, 1995; Huhn e Pinheiro, 1980).

De maneira geral, os fatores antinutricionais da soja sao termolabeis, sendo,
portanto, inativados pelo calor. A aplicacdo de tratamentos térmicos rigorosos pode
provocar a degradacdo de aminoacidos, comprometendo o valor nutricional, e a
insolubilizacdo das proteinas, reduzindo o rendimento do processo de obtencéo de
extratos (Johson et al., 1980).

O sabor, aspecto mais exaustivamente estudado, pode ser melhorado de muitas

maneiras: por melhoramento genético da planta, pela desodorizacao do extrato com
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vacuo (Liu, 1999) ou por arraste de vapor (Moraes, 2002), pelo uso de substancias
quimicas (Huhn e Pinheiro, 1980; Miya et al., 1975) e por inativacdo enzimatica. A
inativaggo térmica (método mais usado) tem sido atingida pelo aquecimento a 80-
100°C por cerca de 3 minutos durante a etapa de rompimento dos graos (Wilkens et al.,
1967) ou antes desta etapa (Nelson ef al., 1976), onde o binémio temperatura x tempo
depende da variedade de soja utilizada, do grau de hidratacdo dos graos e do tipo de
tratamento térmico aplicado. Estes procedimentos introduzem um sabor “cozido” ao
extrato protéico, atributo sensorial considerado negativo segundo Ashraf e Snider
(1981), mas positivo de acordo com Iwuoha e Umunnakwe (1997), por constituir o sabor

caracteristico do produto.

Esforcos ao longo dos anos tém sido feitos para manter ou melhorar as
qualidades do extrato protéico de soja: inibicdo dos fatores antinutricionais (Wang,
1986; Johnson ef al., 1980), aumento do rendimento (Poysa e Woodrow, 2002; Eriksen,
1983; Bourne, 1976), suplementacéo e fortificacdo (Casé et al, 2002; Silva Jdnior e
Demonte, 1997; Weingartner et al., 1983), eliminagdo do aroma e melhoria do sabor
(Pio et al., 2002; Moraes, 2002; luwoha e Umunnakwe, 1997; Ashraf e Snyder, 1981),

entre outros.

Otimos resultados vém sendo obtidos em intimeras pesquisas em curso, visando
adequar a soja e os produtos dela derivados as exigéncias mercadoldgicas e

nutricionais.

Enfoque tem sido dado aos fatores antinutricionais e restritivos da soja.
Pesquisas tém comprovado que alguns dos fatores considerados limitantes ao
consumo do extrato protéico de soja tém efeitos benéficos sobre o organismo, como € o
caso dos inibidores de proteases, considerados anticarcinogénicos (Kennedy, 1995);
dos oligossacarideos, que estimulam o crescimento de bifidobactérias no intestino
(Tomomatsu, 1994); e das isoflavonas, as quais tém colocado a soja em destaque nos

ultimos anos pelos seus efeitos benéficos nos sintomas da pos-menopausa, prevencao
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de alguns tipos de cancer e controle da hipercolesterolemia (Han et al, 2001; Greaves
et al., 1999; Kennedy, 1995; Messina et al., 1994).

Apesar do potencial produtivo, disponibilidade, baixo custo relativo, avancos
tecnologicos, indiscutivel qualidade protéica e comprovados efeitos a salde, a
influéncia de aspectos econdémicos e sécio-culturais sobre os habitos alimentares
apresenta-se, ainda, como um dos principais fatores limitantes a aceitacdo e ao

consumo cotidiano dos produtos derivados da soja no Brasil.

O extrato protéico de soja tem sido um dos produtos mais consumidos no Pais,
ganhando espago no mercado nacional devido a sua disponibilidade em diversos tipos
de produtos e pelo enfoque atual que tem destacado a soja com relacdo aos efeitos
benéficos nutricionais e na prevencdo de algumas doencgas. O extrato normalmente é
obtido a partir de gréos de soja, através de processos tecnoldgicos que consistem,
basicamente, em descascamento, hidratacéo, desintegragdo a quente, suspensao em
agua, cozimento e filtragdo. Pode também ser produzido a partir da farinha ou do
isolado protéico, o que permite eliminar algumas etapas de processamento,
aumentando a versatilidade do processo, mas acarretando modificacées nas
caracteristicas nutricionais, funcionais e sensoriais do produto final, comparativamente

ao extrato obtido a partir dos graos de soja.

O objetivo deste trabalho foi avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e a
aceitabilidade de extratos elaborados a partir de graos, farinha integral e isolado
protéico de soja e escolher o melhor extrato para ser utilizado em estudos

subseqlentes.
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2. Material e métodos

2.1. Matérias-primas utilizadas

Foram utilizados gréos de soja [Glycine max (L.) Merril], da variedade Embrapa
48 (safra 2001) produzidos por Sementes Brejeiro S.A. (Orlandia — SP); farinha de soja
integral fornecida pela Perdigdo S.A.; e isolado protéico de soja HO159® da Protein

Technologies International.

2.2. Obtencéao do extrato hidrossoltvel de soja

O extrato proveniente dos graos foi obtido em equipamento conhecido como
“vaca mecanica”, de propriedade da prefeitura de Nova Odessa (SP), no qual os graos,
apos descascamento em descascador de rolos e maceragéo em agua por 2 horas a
temperatura ambiente, foram submetidos a trituragdo a quente, separacéo do residuo e
cozimento. Os extratos provenientes da farinha e do isolado protéico foram obtidos pela
dissolugdo da respectiva matéria-prima em agua. Em todos os casos, a proporgédo de

matéria-prima:agua foi calculada visando obter extratos com 3% de proteina.

Os extratos de soja foram desodorizados em equipamento piloto desenvolvido no
Instituto de Tecnologia de Alimentos (Campinas - SP) (Moraes, 2002) o qual consiste
basicamente numa coluna recheada com anéis de vidro por onde o liquido passa em
contra-corrente ao vapor de agua superaquecido. Na sequéncia foram submetidos a
pasteurizagao a temperatura de 74+2°C por 15 segundos e acondicionados em garrafas
de poliéster (PET) com capacidade para 250mL, imediatamente resfriados a 3-4°C,

sendo mantidos sob refrigeracdo (4°C), até o momento das analises.
2.3. Determinacdes fisicas, quimicas e fisico-quimicas

Nos gréos, na farinha integral, no isolado protéico de soja e nos extratos obtidos
destes, foram determinados, em sextuplicata, conforme metodologias descritas na
Association of Official Analitycal Chemists (AOAC) (AOAC, 1995): umidade (AOAC
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n°14058), sélidos totais (AOAC n°92523), proteinas (AOAC n°99120), lipidios (AOAC
n°90502), cinzas (AOAC n°94546) e fibra bruta (AOAC n°7061). Os carboidratos foram
calculados por diferenca (carboidratos = 100 — umidade — proteinas — lipidios — cinzas —
fibras).

Os agticares sacarose, rafinose e estaquiose foram extraidos e determinados
quantitativamente segundo a metodologia proposta por Vidal-Valverde et al. (1993), por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), em equipamento dotado de injetor
automatico, coluna Shim-Pack CLCNH; (250mm) e detector de indice de refraco. Foi
utilizado como fase médvel acetonitrila:agua na proporcao de 75:25, com taxa de fluxo
de 1,0mL/min., & temperatura ambiente. A determinacio dos mesmos nas amostras foi
feita utilizando-se os padrdes de sacarose, rafinose e estaquiose Sigma Chemical Co.

(St. Louis, Missouri).

Os aminoacidos foram determinados por CLAE, em aparelho equipado com
detector UV, coluna revestida com NH; (3,0 x 250mm), com velocidade de fluxo de
0,3mL/min., conforme adaptacdo do método proposto por Spackman et al. (1958) para

cromatografia usando coluna de troca i6nica.

A determinagao de isoflavonas foi realizada pela Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria — Centro Nacional de Pesquisa de Soja (Londrina - PR) baseado na
tecnica de Kudou ef al. (1991). As isoflavonas foram extraidas a partir de 100mg de
amostra de graos de soja, farinha integral e isolado protéico moidos e dos extratos
liofilizados, colocadas em tubos de ensaio com 4,0mL de etanol aquoso a 70%,
contendo 0,1% de acido acético, mantidos a temperatura ambiente por cinco horas,
com agitagéo a cada 15 minutos. Apds centrifugacao de 1,5mL de cada amostra por 10
minutos a 13.346g, a temperatura de 10°C, o material foi analisado por CLAE, sendo
80ul do sobrenadante transferidos para as bandejas do auto-aplicador de amostras do
cromatoégrafo, no qual a aliquota de 10ul era injetada automaticamente. As analises de
isoflavonas foram realizadas em coluna de fase reversa YMC-Pack ODS-C-18 (4,6 x
250mm). Na fase mbvel, o solvente A foi acetonitrila com 0,1% &acido acético e o
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solvente B, agua com 0,1% de &acido acético. As condigées iniciais foram 20% do
solvente B, em gradiente linear, passando para 50%, depois de 20 minutos. O efluente
foi monitorado em detector UV a 260nm. Padrdes de daidzina, daidzeina, genistina e
genisteina Sigma Chemical Co. (St. Louis, Missouri) foram utilizados para calcular a

concentragéo de isoflavonas nas amostras.

Nos extratos de soja determinou-se ainda: solidos soltveis, pH, acidez e indice

de sedimentagéo, conforme metodologias especificas descritas na AOAC (1995).

A cor dos extratos de soja foi determinada instrumentalmente através de
espectrofotdmetro, modelo Color Quest Il, marca Hunter Lab, calibrado em RSIN,
usando calibrador branco n°C6299 (X=77,46; Y=82,08; Z=88,38 em RSIN Dgs1¢) €
cinza n°C6299G (X=47,71; Y=50,83; Z=54,94 em RSIN Dgs/o:), ambos de marg¢o de
1996. A cor foi avaliada pelo sistema Cielab, com iluminante Des, angulo de 10°,
colocando-se a amostra em cubeta de vidro oticamente limpa de 20mm de caminho

Gtico, cuja area de observagao correspondeu a 1 polegada.

As medidas reolégicas foram efetuadas em redmetro rotacional Brookfield,
modelo RVIII (Brookfield Engineering Laboratories), acoplado a banho termostatico com
temperatura controlada. Os parametros reolégicos (coeficiente de consisténcia e indice
de comportamento do fluxo) foram determinados a 4°C e 25°C numa velocidade de
12,5rpm até 250rpm, com intervalo de espera de 15 segundos entre cada aumento,
num total de 5 minutos para tempo de rampa crescente. Determinou-se também a
viscosidade aparente dos extratos as temperaturas de 4 e 25°C com taxa de
deformagao constante de 100s™. Utilizou-se o programa computacional Rheocalc 2.3
(Brookfield Engineering Laboratories) para a captura dos dados.

Os resultados das determinagdes fisico-quimicas foram compilados e analisados
pelo programa Statistica, versdo 5.0 (Statistica, 1995), utilizando-se a analise de
variancia (ANOVA), teste F e aplicando-se o teste de Tukey (p < 0,05) para a

comparagao das médias dos resultados das amostras. Os parametros reolégicos foram
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analisados por metodos estatisticos quantitativos com determinagao das equacgdes de

regressao correspondentes.

2.4. Avaliagao sensorial

Os extratos de soja obtidos a partir de graos de soja, farinha integral e isolado
protéico, adicionados de 4% de sacarose (sendo o Ultimo acrescido também de 1,7%
de d6leo refinado de soja), foram avaliados sensorialmente através de método afetivo
com a aplicacao de teste de aceitacdo, considerando-se os atributos cor, aroma, sabor,

textura e impressao global.

As amostras foram apresentadas a 56 provadores nao treinados, com idade
entre 21 e 48 anos, pertencentes a comunidade académica da Universidade Estadual
de Campinas, recrutados através de questionario no qual indicavam se consumiam
extrato de soja e/ou se né&o rejeitavam este produto. Os provadores manifestaram sua
opiniao em relagéo aos atributos escolhidos, para cada amostra, utilizando escala nao
estruturada de 9 centimetros (Figura 1) (Stone e Sidel, 1993). As amostras foram
servidas a temperatura de 4+2°C, em copos incolores e transparentes devidamente
codificados (3 algarismos) e oferecidas aos provadores de forma monadica, segundo

um delineamento de blocos completos casualizados (Wakeling e MacFie, 1995).

Os resultados foram compilados e analisados pelo programa SAS (SAS Institute,
1993), utilizando-se a analise de varidancia (ANOVA), teste F e aplicando-se o teste de
Tukey (p < 0,05) para a comparacédo das médias das 3 amostras de extrato de soja em

relagdo a cada atributo avaliado.
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Nome :

Idade :

E-mail :

AMOSTRAn®:

Fones :

Data :

/ /

Estas recebendo amostra de extrato de soja. Por favor, avalia esta bebida e indica

nas escalas tua opiniao.

Gostei muitissimo

|

Gostei muitissimo

|

1

Gostei muitissimo

2= COR
Desgostei muitissimo
i
i
= AROMA
Desgostei muitissimo
|
& SABOR
Desgostei muitissimo
!
@ TEXTURA

Desgostei muitissimo

i

Gostei muitissimo

@ IMPRESSAO GLOBAL

Desgostei muitissimo
I

Gostei muitissimo
|

1

Especifica ou comenta o que mais gostaste e 0 que menos gostaste nesta amostra:

+ Gostei :

- Gostei :

Figura 1. Ficha de avaliagdo sensorial utilizada nos testes de aceitacdo dos extratos de

soja.
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3. Resultados e discussiao

Na Tabela 1 estdao os resultados das determinagdes fisico-quimicas realizadas

nos graos, na farinha integral e no isolado protéico de soja.

Tabela 1. Composigéo centesimal dos graos, da farinha integral e do isolado protéico

de soja
Determinacgao Graos de soja Farinha integral Isolado prptéico
(%) de soja de soja
Umidade 10,01 £ 0,13 4,48 + 0,09° 563 +0,11°
Proteinas 35,43 +0,43° 39,48 +0,32° 76,24 + 1,19°
Lipidios 19,00 + 0,297 23,42 +0,08° 0,44 £+ 0,00°
Cinzas 479 +0,29° 4,73 +0,20° 11,26 £ 1,01°
Fibra bruta 5,24 + 0,42° 2,56 +0,71° 0,56 + 0,31°
Sacarose 3,38 +0,00 3,66 +0,00 0,42 + 0,00
Rafinose 0,28 +£ 0,00 0,30 + 0,00 nd
Estaquiose 1,68 £ 0,00 1,86 + 0,00 0,024+ 0,00
Outros carboidratos™ 20,19 19,51 5,43

* Calculados por diferenca (Outros carboidratos = 100 — umidade — proteinas - lipidios — cinzas — fibra
bruta — sacarose - rafinose — estaquiose);

nd: ndo detectado;

Os valores correspondem a média de 2 (aglcares) e de 6 repeticbes (demais determinagdes) *
estimativa de desvio padrao;

Médias em uma mesma linha que possuem letras distintas diferem significativamente entre si pelo teste
de Tukey (p < 0,05).

Os valores encontrados estdo de acordo com a indicagao do produtor (graos) e
do fabricante (farinha e isolado protéico). Embora a literatura indiqgue uma composi¢ao
média de referéncia para a soja e produtos dela derivados, as caracteristicas fisico-
qguimicas dos graos variam muito em funcao da variedade de soja, das condi¢cdes
edafo-climaticas e de cultivo (Tango et al., 1984; Turatti et al., 1979; Bourne, 1976). Os
produtos derivados dos graos, além destes fatores, diferem também em funcdo dos
processos tecnolégicos que os originaram e/ou aplicados para a sua conservagao (Liu,
1999; Morais e Silva, 1996).

Os acucares da soja, especialmente os oligossacarideos rafinose e estaquiose,

tém sido considerados aspectos negativos por estarem associados a ocorréncia de
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desconforto abdominal quando se ingere produtos de soja (Rackis et al., 1970), mas
positivos por estimularem o crescimento de bifidobactérias no colon, microrganismos

que promovem inumeros efeito benéficos a satde (Tomomatsu, 1994).

Verifica-se pela Tabela 1 que os teores de sacarose, rafinose e estaquiose foram
similares entre as amostras de griaos e farinha integral, apresentando percentuais
dentro da faixa relatada por Hou et al. (2000) e Ida et al. (1981). Segundo estes
autores, os valores médios do teor de cada acucar na soja, em base seca, variam de
2,5 a 8,2% de sacarose, 0,1 a 0,9% de rafinose e 1.4 a 4,1% de estaquiose; podendo
estar presentes quantidades menores de outros aglcares como glicose, arabinose e
verbascose. Poysa e Woodrow (2002), Silva et al. (1988), Ida et al. (1981), Hymowitz et
al. (1972), Rackis et al. (1970), relataram que os agucares dos graos de soja
correspondem em média a 63% de sacarose, 5% de rafinose e 32% de estaquiose. O
teor de cada aglcar nao é estavel e pode variar em funcéo da variedade de soja e do

estadio de maturagao (Liu, 1999).

O isolado protéico de soja apresentou baixo percentual ou auséncia dos
aglcares analisados como era de se esperar. A obtengédo deste produto envolve
normalmente a lavagem da farinha desengordurada com agua, arrastando os acticares

soltiveis, ndo permanecendo no produto (Morais e Silva, 1996; lda et al., 1981).

Os resultados das determinacoes fisico-quimicas realizadas nos extratos de soja
elaborados a partir dos graos, farinha integral e isolado protéico sdo apresentados na
Tabela 2. Observa-se que os extratos de uma forma geral apresentaram diferencas
significativas (p < 0,05) entre si quanto a composigao fisico-quimica analisada. Isto se
deve, principalmente, & composigéo quimica da matéria-prima original (Tabela 1) e aos

processamentos que os originaram.
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Tabela 2. Composicao fisico-quimica dos extratos obtidos dos graos, da farinha integral

e do isolado protéico de soja

Extrato de Extrato de

Extrato de graos farinha integral isolado protéico

Determinacao

de soja . .
de soja de soja

Solidos totais (%) 5,88 + 0,01° 6,68 + 0,57° 3,65 +0,00°
Proteinas (%) 3,03 + 0,02° 3,03 £0,01%® 3,00 £ 0,03°
Lipidios (%) 0,89 + 0,022 1,47 + 0,02° 0,02 +0,00°
Cinzas (%) 0,23 + 0,012 0,34 £ 0,01° 0,42 +0,01°
Fibra bruta (%) 0,07 + 0,00? 0,28 + 0,10° 0,02 +0,01?
Sacarose (%) 0,12+ 0,00 0,15+ 0,00 0,013 +0,00
Rafinose (%) 0,012 £ 0,00 0,021 + 0,00 nd
Estaquiose (%) 0,064 + 0,00 0,13+ 0,00 nd
Outros carboidratos (%)* 1,46 1,26 0,18
Sélidos soluveis (°Brix) 5,29 + 0,012 5,65+ 0,01° 3,49 + 0,01°
pH 6,60 + 0,082 6,85 + 0,06° 7,10 £ 0,05°
Acidez (% em acido citrico) 0,06 + 0,002 0,04 + 0,00° 0,05 £ 0,00°
indice de sedimentagao 13,50 + 0,35° 25,05 + 9,22° 2,70 + 561°

* Calculados por diferenca (Outros carboidratos = 100 — umidade — proteinas — lipidios — cinzas — fibra
bruta — sacarose — rafinose — estaquiose, onde umidade = 100 — solidos totais);

nd : ndo detectado;

Os valores correspondem a média de 2 (acucares) e de 6 repeticdes (demais determinacdes) +
estimativa de desvio padrao;

Médias em uma mesma linha que possuem letras distintas diferem significativamente entre si pelo teste

de Tukey (p < 0,05).

O extrato de graos de soja apresentou perdas marcantes em relagao a matéria-
prima de origem devido as diversas etapas de processamento aplicados na sua
obtencao, além da diluicdo em agua e pasteurizacao aplicada na obtengao dos extratos
de farinha e isolado. A composi¢cao de extratos protéicos de soja pode variar em funcéo
da tecnologia empregada, da quantidade de agua usada no processo de extracdo e da
variedade de soja (Chauhan et al., 1998; Mnkeni e Nyaruhucha, 1994; Bourne, 1976).

Os oligossacarideos (estaquiose e rafinose) ndo foram detectados no extrato
obtido do isolado protéico, mantiveram-se integralmente no extrato obtido da farinha e
em percentuais de 64,8 e 57,5 (base seca) de rafinose e estaquiose, respectivamente,

no extrato obtido dos graos, em relacdo a matéria-prima original. Perdas de 45,6, 43,1 e
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20,6% (base seca) foram observadas nos teores de sacarose, respectivamente, nos
extratos de gréos, farinha integral e isolado protéico.

As perdas em agucares verificadas no extrato obtido de graos de soja podem ser
atribuidas a lixiviagcdo destes compostos durante a maceragéo do grao (Silva et al.,
1988; Rosario e Maldo, 1979). A manutencao de aglicares em extratos de soja € muito
variavel. Normalmente os aglicares mais sollveis em agua sdo perdidos em maior
extensdo, como pode ser observado no extrato de graos de soja. Segundo Ida et al.
(1981), a extracao de carboidratos soltveis a partir dos gréos de soja aumenta com a
diminui¢éo da relagao sdlido:liquido na faixa de 1:3 a 1:10. Tal comportamento pode ser
atribuido a maior disponibilidade de agua e a formagdo de um maior gradiente de

concentragao na solugdo, mais propicio para a sua extracao.

A acidez mostrou-se significativamente (p < 0,05) diferente para os extratos
obtidos a partir de graos, farinha integral e isolado proteico de soja, podendo evidenciar
diferengas nos atributos sensoriais dos mesmos. Da mesma forma, os extratos de soja
apresentaram valores de pH significativamente (p < 0,05) diferentes, mas em acordo
com o relatado na literatura para este produto (Liu, 1999). Os valores bastante préximos
nao caracterizam o pH como um parametro determinante de eventuais diferencas entre
0Os extratos, sobretudo com relagéo a solubilidade, por estarem numa faixa de pH acima

do ponto isoelétrico.

A estabilidade dos extratos verificada através do indice de sedimentagdo pode
diferencia-los em relagao a matéria-prima de origem. Mostrou maior estabilidade, nesta
ordem, o extrato obtido do isolado, dos graos e da farinha. O teor relativo de sélidos
totais e solidos soluveis na composicido dos mesmos pode ter contribuido para o
resuitado observado. Supbe-se que a intensidade do tratamento térmico usado na
inativagdo enzimatica da farinha tenha sido determinante na solubilidade das proteinas
pela desnaturacao irreversivel das mesmas. De acordo com Rustom ef al. (1996), as
proteinas desnaturadas insoliveis tendem a formar agregados que sedimentam
rapidamente, os quais estdo associados a textura indesejavel em bebidas por
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conferirem uma sensacgéo de arenosidade na boca. Estas particulas podem da mesma
forma, afetar negativamente parametros reolédgicos do produto, como a viscosidade. A
boa dispersibilidade do isolado protéico utilizado neste estudo pode estar associada a
presenca de fosfato de calcio na sua composigdo, melhorando o valor nutritivo ao

mesmo tempo em que reduz a sedimentacgao do produto final (Protein, 2002).

O teor de aminoacidos das matérias-primas e do extrato obtido de graos de soja
s&o mostrados na Tabela 3. Considerando-se que os extratos obtidos da farinha e do
isolado protéico foram obtidos apenas pela dissolucéo das respectivas matérias-primas
em agua, seguidos de tratamento térmico brando, ndo se efetuou a determinagao dos

aminoacidos destes extratos.

Tabela 3. Composigcdo em aminoacidos da proteina dos graos, da farinha integral, do

isolado protéico e do extrato obtido dos graos de soja

.. - Farinha Isolado Extrato de
(g1 é\g;ncli';o:ict:;ggznio) Gr:gjsade integr.al de protéit_:o de gréo§ de
soja soja soja

Essenciais
Fenilalanina e tirosina 5,70 3,11 6,35 e 3,87 549e 3,16 489e 2,77
Isoleucina 4,46 5,11 4,30 3,81
Leucina 7,69 9,06 7,54 7,00
Lisina 6,65 7,51 6,21 5,78
Metionina e cistina 1,32e 1,24 1,19 e 1,29 060e 1,177 101e1,36
Treonina 3,97 4,64 3,50 3,31
Triptofano nd nd nd nd
Valina 5,70 5,44 5,86 3,97
Nao essenciais
Ac. Aspartico 10,68 10,99 10,73 10,32
Ac. Glutamico 18,02 15,12 15,12 18,03
Alanina 4,66 5,08 4,47 3,95
Arginina 7,46 9,13 7,29 4,82
Glicina 417 4,57 4,00 3,92
Histidina 2,36 2,84 2,30 2,21
Prolina 5,35 6,99 4,64 4,61
Serina 5,58 415 5,62 4,37
Amonia 1,67 1,88 2,09 1,13

nd : ndo detectado.
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A soja € considerada excelente fonte protéica, considerando-se a guantidade de
proteina disponivel em torno de 40% e o seu valor nutritivo. A composicao de
aminoacidos essenciais da soja, comparada com o padrido da FAO (1973) indica que,
com excec¢ao dos aminodcidos sulfurados (metionina e cistina), a soja apresenta um
bom balango em relagédo aos demais aminoacidos. A menor quantidade de aminoacidos
sulfurados, especialmente metionina, em graos de soja e produtos derivados, tem sido
relatada por diversos autores (Liu, 1999; Morais e Silva, 1996: Wang, 1986; Turatti et
al.,1979; Lam-Sanchez, 1978; Sikka et al., 1978).

A metionina € o principal doador de grupos metilicos para a obtencdo de
determinados compostos como a colina, envolvida na sintese de fosfolipidios (Stryer,
1996). Por essa razéo, a ingestdo de soja tem sido recomendada em associacao com
outros alimentos que supram este aminoéacido (Zarkadas et al., 1993: Wolf, 1970).
Alguns produtos de soja, como a proteina isolada, apresentam composicdo em
aminoacidos que atende as necessidades de aminoacidos essenciais em quantidades
adequadas quando calculada pelo PDCAAS (Protein Digestibility Correct Amino Acid
Score) (Waagle e Potter, 1999). Oscilacdes quantitativas nos perfis de aminoacidos
estdo relacionadas as diferencas genotipicas encontradas entre variedades de soja
(Grieshop e Fahey, 2001; Turratti et al., 1979) e as tecnologias aplicadas na obtencéo
dos produtos derivados (Liu, 1999; Wolf, 1972).

Observa-se na Tabela 3 que os graos e a farinha apresentaram composicao de
aminodacidos similar e em teores que se enquadram no padrao estabelecido pela FAO
(1973), considerando-se os aminoacidos essenciais. O isolado protéico de soja
apresentou teores de metionina, cistina e treonina marcadamente menores,
comparativamente as demais matérias-primas. A etapa de isolamento das proteinas no
ponto isoelétrico, com a consequiente separacéo do soro no processamento do isolado

protéico, tem sido associada a perda destes aminoacidos (Berk, 1992).

Verificou-se que no extrato, comparativamente aos graos, ocorreram perdas da

ordem de 15,0 e 11% em aminoacidos essenciais e nio-essenciais, respectivamente,
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devidas a desnaturacdo protéica decorrente do aquecimento aplicado no processo de
obtengao da bebida. O fato de que as proteinas da soja sao relativamente estaveis ao
calor permite o uso de tratamento térmico mais intenso no processamento do extrato o
que €& importante para destruir fatores antinutricionais e aumentar a qualidade
nutricional da proteina (Kwok et al,,1999). Entretanto, ao mesmo tempo em que o
inibidor de tripsina é inativado, pode ocorrer degradagcédo de aminoacidos, redugao do
valor nutricional e insolubilizacdo da proteina, reduzindo o rendimento do extrato
(Johnson et al., 1980). Chauhan et al. (1998), observaram que o contetido de lisina e
metionina foi afetado pelo método de branqueamento e tratamento a quente, em pH
alcalino, associando as perdas de metionina a degradacéo de aminoacidos que contém
enxofre na sua constituicao. Wang (1986) verificou que o aquecimento provoca
modificagdes variaveis no perfil de aminoacidos de extratos de soja em fungao do teor

de umidade inicial do gréao.

Na Tabela 4 estdo apresentados os teores de isoflavonas dos graos, da farinha

integral e do isolado protéico de soja.

Tabela 4. Teor de isoflavonas dos graos, da farinha integral e do isolado protéico de

soja
Isoflavonas (mg/100g de . . Farinha integral Isolado protéico
amostra seca) Graos de soja de soja de soja
Daidzina 17,03 £ 0,27 46,12 + 0,39 23,24 +0,29
Genistina 21,77 £0,34 60,44 + 0,28 49,16 + 0,07
Malonil-daidzina 88,28 + 0,00 66,48 £ 0,57 57,66 + 0,32
Malonil-genistina 116,20 £ 0,57 87,96 + 0,83 108,28 £ 0,31
Daidzeina 1,02 + 0,02 5,42 + 0,05 7,62 +0,02
Genisteina 1,36 + 0,04 3,36 £ 0,04 8,62 + 0,06
Teor total de isoflavonas 245,66 + 0,43 269,78 + 2,15 254 58 + 0,14

Os valores correspondem a média de 2 repeticdes + estimativa de desvio padrao.

As isoflavonas em graos de soja tém sido amplamente estudadas tanto pelo
atributo sensorial de amargor e adstringéncia que estes compostos conferem aos
produtos de soja (Carrao-Panizzi ef al., 1999b; Araudjo et al., 1997; Ha et al., 1992),

como pelo aspecto relacionado a saude, notadamente na agéo preventiva sobre alguns
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tipos de céancer, atenuacdo dos sintomas da pos-menopausa e reducdo da
hipercolesterolemia (Wong et al, 1998: Kritchevsky, 1995; Herman et al., 1995:
Messina et al., 1994).

A quantificagdo de isoflavonas na soja apresenta uma variagdo muito ampla,
verificando-se teores compreendidos numa faixa de 10 a 600mg/100g de soja (Jackson
et al, 2002; Carrao-Panizzi et al., 1999a; Franke et al., 1999; Aradjo et al., 1997;
Coward et al., 1993; Santos, 1993).

O teor de isoflavonas em grdos de soja esta relacionado com a variedade,
fatores genéticos e climaticos. Quanto menor a temperatura na fase de
desenvolvimento dos grdos, maior o teor deste constituinte, o que induz a diferencas
quando uma mesma variedade de soja é cultivada em diferentes localidades ou mesmo
em safras distintas, na mesma localidade (Nakamura et al., 2000; Carrao-Panizzi et al.,
1999a; Araujo et al., 1995; Tsukamoto et al., 1995; Wang e Murphy, 1994a; Eldridge e
Kwolek, 1993).

Nos gréos de soja ha predominancia das formas glicosidicas das isoflavonas,
sobressaindo-se a forma malonil-glicosidica a forma B-glicosidica, embora
freqientemente sejam encontrados percentuais variaveis de isoflavonas agliconas
(Naim et al., 1974). Alguns autores associam esta transformacdo a acdo da enzima
B-glicosidase durante o crescimento da planta como resposta a infec¢ao por patégenos
em geral ou pela indugédo por bactérias do género Bradyrhizobium (Morais e Silva,
1996; Araujo et al., 1995).

Wang e Murphy (1994b) verificaram que cerca de 98% do contetido total de
isoflavonas em graos de soja que se encontram na forma glicosidica, permanecem nos
correspondentes  derivados protéicos, como farinha desengordurada, isolado,
concentrado e proteina texturizada. A sua distribuicdo entre as formas malonil e
B-glicosidicas, no entanto, varia de produto para produto. Neste estudo, conforme

Tabela 4, houve predominancia das formas glicosidicas, verificando-se os teores
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medios de 99,0, 96,7 e 93,6% do total de isoflavonas, relativamente aos graos, farinha

e isolado protéico, respectivamente.

O teor total de isoflavonas (base seca) (Tabela 4) foi decrescente na farinha, no
isolado e no grao de soja, nesta ordem, cujos teores foram bastante proximos, variando
de 245 a 269mg/100g. As diferengas devem-se, em grande parte, a variedade de soja
utilizada. As fragoes relativas diferiram bastante entre si, correspondendo a 15,8, 83,2 e
1,0%, 39,5, 57,2 e 3,3% e 28,4, 65,2 e 6,4%; de B-glicosideos, malonil-glicosideos e
agliconas, respectivamente, para graos, farinha integral e isolado protéico de soja. As
variagbes observadas entre as fragdes de isoflavonas na farinha e no isolado protéico,
comparativamente aos graos de soja, devem-se, sobretudo, aos efeitos dos processos
tecnologicos aplicados na sua obtengao, destacando-se a intensidade do tratamento
térmico. Tem sido relatado que quando a soja é processada a altas temperaturas
(maiores do que 80°C) as formas malonil-glicosidicas, consideradas termicamente
instaveis, s&o convertidas para as suas correspondentes fragdes daidzina e genistina,
através de mecanismos de desesterificagcdo. Este processo pode variar em funcao do
tempo e da intensidade do aquecimento (Park et al., 2001; Carrdo-Panizzi 1999b;
Barnes et al., 1994).

A distribui¢ao de isoflavonas verificada na farinha de soja (Tabela 4) se aproxima
daquela relatada por Franke et al. (1999), os quais quantificaram um teor médio de
257mg de isoflavonas por 100g de farinha de soja, sendo 33% de B-glicosideos, 65%
de malonil-glicosideos e 2% de agliconas. Ravelo e Sanchez (2001) identificaram em
farinha desengordurada de soja um teor total de isoflavonas de 136,1mg/100g (base
seca), sendo, em média, 8,7% relativos a agliconas. Park et al. (2002) observaram a
relacdo média de 27,6% de p-glicosideos, 71,4% de malonil-glicosideos e 1% de
agliconas em soja moida desengordurada, passando para 87,2, 7,1 e 5,7%,
respectivamente, em farinha de soja desengordurada, apés tratamento térmico a
121°C por 40 minutos.
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O teor total de isoflavonas (base seca) do isolado protéico (Tabela 4)
correspondeu ao especificado pelo fabricante (Protein, 2002), mas foi bastante superior
ao teor relatado para este produto na literatura, que é de 2 a 3 vezes menor do que o
encontrado na farinha e/ou nos gréos dos quais se origina (Wang e Murphy, 1994b;
Coward et al., 1993). Variagdes nas etapas do processamento aplicado na obtencao de

isolados protéicos contribuem para as diferencas constatadas.

Em estudos conduzidos por Wang et al. (1998) e Wang e Murphy (1996) durante
o processamento de isolado protéico, a etapa de extracéo alcalina do processamento
(com descarte da fragéo insoluvel) resultou em perdas de 74 e 53% (base seca),

respectivamente, do total de isoflavonas, em relagao a farinha de soja original.

Na Tabela 5 sdo mostrados os teores de isoflavonas dos extratos de soja obtidos
de gréos, farinha integral e isolado protéico.

Tabela 5. Teor de isoflavonas dos extratos obtidos dos graos, da farinha integral e do

isolado protéico de soja

Isoflavonas (mg/100g de Extrato de_gréos fariE:I:raait:t:;ral isoi)g;a;:oc’:zico
amostra seca) de soja de soi d )
ja € soja

Daidzina 53,02 + 0,35 71,60 £ 0,62 61,08 + 0,26
Genistina 95,79 + 0,32 96,77 £ 0,67 122,48 £ 0,10
Malonil-daidzina 2442 +£ 0,15 31,21 £ 0,61 14,22 + 0,06
Malonil-genistina 44,75 + 0,25 43,36 £ 0,18 28,67 + 0,02
Daidzeina 3,12 £ 0,04 12,76 £ 0,10 7,92 £ 0,31
Genisteina 4,55 + 0,01 13,38 £ 0,09 7,71 £0,01

Teor total de isoflavonas 225,65+ 1,02 269,08 £ 2,26 242,08 + 0,31
Os valores correspondem a média de 2 repeticées + estimativa de desvio padrao.

Comparativamente a matéria-prima original (Tabela 4), o extrato de graos de soja
(Tabela 5) apresentou perda de isoflavonas correspondente a 8% (base seca) e o
extrato do isolado protéico, de 5% enquanto o extrato da farinha praticamente manteve
o teor da matéria-prima de origem (perda de 0,25%). As menores concentragbes de
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isoflavonas no extrato, comparativamente aos graos, sdo variaveis e tém sido
atribuidas, em maior parte, & sua lixiviagdo na etapa de maceracdo dos graos, as
perdas nos residuos que sao descartados e a retirada da espuma durante o
processamento (Jackson et al, 2002; Fukutake et al., 1996; Wang e Murphy, 1996;
Matsuura e Obata, 1993; Tsukamoto et al., 1990).

Os resultados obtidos para o extrato (Tabela 5) proveniente de graos de soja
(Tabelas 4) sédo similares aos obtidos por Wang e Murphy (1996), onde a perda de
isoflavonas foi de 11,5% (base seca), 10% dos quais lixiviados pela agua de

maceragao.

Teores diferentes de isoflavonas em extratos protéicos de soja tém sido
relatados e relacionados ao teor na matéria-prima de origem e a tecnologia de
processamento empregada na sua elaboragdao (Nakamura et al., 2000; Carrao-Panizzi
et al., 1999b; Franke ef al., 1999; Murphy ef al., 1999).

Analisando-se os dados da Tabela 5 comparativamente aos dados da Tabela 4,
verificou-se uma mudanga no perfil das isoflavonas, cuja relacdo entre as formas
B-glicosidica:malonil-glicosidica:aglicona passou de 16:83:1, 40:57:3 e 28:657,
respectivamente, nos graos, na farinha e no isolado protéico de soja para 66:31:3,
62:28:10 e 76:17:7 nos extratos correspondentes. Esta variagcdo resultou num
acréscimo na concentracido de f-glicosideos e um decréscimo na de malonil-
glicosideos. Resultados similares foram observados por Jackson et al. (2002), Wang e
Murphy (1996) e Barnes et al. (1994). Efetivamente, a forma p-glicosidica das
isoflavonas é a predominante em extratos de soja de acordo com Sherkat et al. (2001),
Carrao-Panizzi et al. (1999b) e Coward et al. (1993), devido, provavelmente, ao
decréscimo dos niveis de malonil-daidzina e malonil-genistina. Fato sugerido devido a
clivagem dos grupos malonil éster para formarem daidzina e genistina, sob
aquecimento, considerando que as formas maloniladas das isoflavonas sao termo-

labeis.
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A hidratacao dos gréos de soja tem sido apontada como a etapa onde, além de
perdas marcantes de isoflavonas e de outros compostos soliveis, ocorre a ago
enzimatica da B-glicosidase sobre as isoflavonas glicosidicas, convertendo-as a forma
aglicona (Jackson ef al., 2002; Carrdo-Panizzi et al., 1999b; Aradjo et al., 1997).

Matsuura ef al. (1989) observaram que durante a maceracdo da soja por 16
horas a 20°C, o teor de isoflavonas agliconas aumentou de 3,3% para 12,4% devido a
hidrolise dos glicosideos por B-glicosidases, sendo esta conversdo diretamente
proporcional ao tempo e a temperatura utilizados. Em trabalho posterior, Matsuura e
Obata (1993) confirmam a ag&o hidrolitica desta enzima e a sua correlacdo positiva
com o tempo de maceragéo o que também foi confirmado por Murphy et al. (1999).
Goes-Favoni et al. (2002) fizeram a mesma observacéo e sugerem, ainda, que possa
haver variabilidade na atividade da enzima B-glicosidase, baseados na observacao de
que a formagao de agliconas foi diferente entre graos de soja de diferentes variedades,
macerados até 24h.

O aumento na concentragdo de isoflavonas agliconas nao foi observado no
extrato originado do isolado protéico de soja, mas sim naquele oriundo da farinha.
Considerando que igual tratamento térmico foi aplicado a ambos, supbe-se que as
isoflavonas glicosidicas do isolado sejam menos suscetiveis a hidrélise. Este
comportamento pode estar relacionado com as modificacdes na estrutura molecular dos
isdmeros de isoflavonas decorrentes dos processos tecnoldgicos empregados na
obtencdo destes produtos, influenciando a estabilidade das ligagdes quimicas das

cadeias ramificadas destes componentes.

Genovese e Lajolo (2002) encontraram 82,9mg/L de isoflavonas em extratos de
soja da marca comercial Ades disponiveis no mercado, sendo 74,8% correspondentes
a forma B-glicosidica, 22,7% a forma malonil-glicosidica e 2,5% a forma aglicona. Os
autores atribuem a relagao do contetido de isoflavonas ao teor de 2,5% de proteina

existente no extrato de soja comercial. Os resultados foram analogos aos obtidos neste
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trabalho, onde os extratos foram elaborados com o teor de 3% de proteina e

apresentaram teores proporcionalmente superiores de isoflavonas (Tabela 5).

A relacdo entre a concentracdo de isoflavonas e o teor de proteinas em

alimentos de soja tem sido sugerida por Coward et al. (1993) e Murphy (1982).

A cor dos extratos obtidos a partir de graos, farinha integral e isolado protéico de

soja esta representada na Tabela 6 e na Figura 2.

Tabela 6. Valores de luminosidade (L*) e das coordenadas de cromaticidade (a* e b*)

para os extratos obtidos do gréo, da farinha integral e do isolado protéico de soja

Extrato de graos  Extrato de farinha Extrato de isolado

Parametro de soja integral de soja protéico de soja
L* 73,69 + 0,05° 69,33 + 0,08° 70,46 +0,19°
a* 0,24 £ 0,04° 2,54 +0,14° -1,33 £ 0,22°
b* 11,79 + 0,08° 16,73+ 0,13° 9,561 + 0,35°

Os valores correspondem a média de 4 repeticdes + desvio padréo;
Medias em uma mesma linha que possuem letras distintas diferem significativamente entre si pelo teste
de Tukey (p < 0,05).

Extrato de Extrato de Extratb de
graos de soja farinha integral isolado protéico

Figura 2. Extratos obtidos dos gréos, da farinha integral e do isolado protéico de soja.

61



Capitulo 2

Observa-se na Tabela 6 e Figura 2 que os extratos de soja diferiram
significativamente (p < 0,05) com relagéo a cor, sendo aquele proveniente da farinha
mais escuro do que o do isolado e este mais escuro do que o do gréo (valor L*). Os
extratos do gréo e da farinha tenderam a cor vermelha da escala (+a*) e o do isolado a
cor verde (-a*) embora, no que diz respeito a cromaticidade, a cor dominante fosse a
amarela, uma vez que todas as amostras apresentaram maiores valores de b* e

menores valores de a*.

A cor & um atributo determinante na escolha e aceitabilidade de um alimento
pelos consumidores. Além da influéncia dos tratamentos e ingredientes empregados na
elaboragéo do extrato, a cor clara do hilo do grdo € um parametro genotipico importante
na obtencdo de produtos mais claros e estad intrinsecamente relacionada com a
variedade de soja (Souza et al., 2000; Tango et al, 1984). Da mesma forma, a
intensidade dos tratamentos térmicos no processamento da soja, pode promover

reagées quimicas de escurecimento, influenciando a cor dos produtos finais.

A cor escura apresentada pelo extrato obtido da farinha integral de soja, pode ser
proveniente da cor dos gréos utilizados na obtengdo da farinha e/ou de reagoes
quimicas de escurecimento (caramelizagdo e/ou Maillard) decorrentes do tratamento
térmico aplicado para a inativagdo enzimatica (Kwok e Niranjan,1995). Da mesma
forma, no preparo dos extratos, aquelas reagbes podem ocorrer ou serem
intensificadas, determinando caracteristicas sensoriais especificas aos produtos e
definindo a severidade do tratamento, podendo também comprometer nutrientes, como

vitaminas e aminoacidos (Kwok et al.,1999; Bai et al., 1998).

Kwok et al. (1999) verificaram pouco escurecimento em extratos obtidos de graos
de soja comparativamente ao leite bovino, relacionando o comportamento ao baixo
contetido de aglicares redutores na soja, o que nédo favoreceria as interagtes destes
compostos com os grupamentos amina na reagéo de Maillard. Os autores sugerem que
um outro fator que poderia afetar a cinética do escurecimento pela reagéo de Maillard

no extrato de soja seria a estrutura e conformagdo das moléculas de proteina que
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participam da reagédo, as quais, embora sejam consideradas termoestaveis, se

dissociam e re-agregam, em fun¢éo da temperatura, pH e forga iénica do meio.

A viscosidade aparente dos extratos de soja elaborados neste estudo € mostrada

na Figura 3.

9.0
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45}
3.0}

1.5

Viscosidade aparente (Cp)

0.0

Gréos de soja Farinha integral Isolado protéico

Tipo de extrato

Figura 3. Viscosidade aparente dos extratos obtidos de graos, farinha integral e isolado

protéico de soja, as temperaturas de 4 e 25°C e taxa de deformacéo de 100s™.

O conhecimento das propriedades reoldgicas de um alimento é importante no
dimensionamento e operacionalizagdo dos equipamentos envolvidos no seu
processamento, bem como no controle de qualidade e na determinacéo da sua vida-de-
prateleira. Muitos dos atributos sensoriais relacionados a textura de emulsées
alimenticias estao diretamente relacionados as suas propriedades reolégicas (Buffo e
Reineccius, 2002; Muller, 1973), como a viscosidade, a qual € um pardmetro importante
na aceitabilidade do produto pelos consumidores (Yanes et al., 2002; Penna ef al.,
2001; Courregelongue et al., 1999; Silva et al., 1998).

Observa-se na Figura 3 que a viscosidade aparente do extrato obtido dos graos
de soja foi maior que aquela da farinha e do isolado, em ambas temperaturas
estudadas. De acordo com Oguntunde e Akintoye (1991), a viscosidade é dependente

do teor de sdlidos totais e da composi¢éo de proteinas, lipidios e fibras. Era esperado
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que a viscosidade fosse maior para o extrato obtido da farinha integral de soja, devido
ao seu maior teor de lipidios e fibras (Tabela 2). Tal fato nao foi observado,
provavelmente devido a rapida sedimentagéo das particulas durante o tempo de espera

(30 segundos) para a realizagdo da leitura da amostra no viscosimetro.

Muitos s&o os fatores que podem afetar o comportamento reoldgico de um fluido.
Para extratos de soja tem sido encontrado na literatura uma variagcdo de valores de
viscosidade de 3,8 a 14,7Cp. Tal comportamento tem sido atribuido a diferengas nos
processos de obtencdo dos extratos e/ou a variedade de soja utilizada (Wang et al.,
2001; Saxena e Singh, 1997; Reddy e Mital, 1992). A viscosidade de uma solugdo é
funcdo da concentragcdo, tamanho e forma das moléculas em suspensdo, das
conformagdes que as mesmas adotam no solvente, das oscilagdes entre as ligagbes
formadas e do numero de colisdes intra e intermoleculares (Buffo e Reineccius, 2002).
Nsofor e Osuji (1997) propdem que a viscosidade dos extratos de soja tratados
termicamente possa ser afetada pelo nimero de ligagdes cruzadas resultantes da
associacao entre polissacarideos, parcialmente hidrolisados, e as proteinas sollveis e

insollveis, parcialmente desnaturadas.

A temperatura afetou a viscosidade como pode ser observado na Figura 3, ou
seja, maiores temperaturas resultaram em viscosidades aparentes menores para todos
os extratos, concordando com o relatado por Kaya e Belibagh (2002), Kim et al. (1984)

e Forster e Ferrier (1979).

Os parametros reolégicos dos extratos obtidos de graos, farinha integral e

isolado protéico de soja estdo mostrados na Tabela 7 e representados na Figura 4.
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Tabela 7. Parametros reoldgicos dos extratos obtidos dos gréos, da farinha integral e

do isolado protéico de soja, a 4 e 25°C, segundo o modelo da “Lei de Poténcia”

Coeficiente de Indice de Coeficiente de
Extrato c o comportamento = 2
consisténcia (K) correlagao (R%)

do fluxo (n)
4°C 25°C 4°C 25°C 4°C 25°C
Graos de soja 2,72 2,08 0,74 0,69 0,97 0,89
Farinha integral de soja 0,93 0,20 0,94 1,20 0,92 0,82
Isolado protéico de soja 0,31 0,11 1,0 1,0 0,93 0,85
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Figura 4. Relagdo entre tenséo de cisalhamento e taxa de deformacao (a) e relagéao
entre viscosidade aparente e taxa de deformagéo (b) dos extratos obtidos de gréaos,

farinha integral e isolado protéico de soja, a 4 e 25°C.
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Verifica-se pela Tabela 7 e Figura 4 que o extrato elaborado com graos de soja
mostrou ser um fluido n&o-newtoniano com comportamento pseudoplastico (n<1),
concordando com o observado por Wang et al. (2001) e Trindade et al. (1997),
enquanto que o extrato obtido do isolado protéico de soja mostrou ser um fluido

newtoniano (n=1).

O indice de comportamento do fluxo (n) ndo mudou consideravelmente quando a
temperatura passou de 4 para 25°C (Tabela 7), indicando que a temperatura nao
influencia o grau de comportamento nao-newtoniano exibido pelo extrato elaborado
com graos de soja. Por outro lado, o extrato elaborado com farinha integral de soja
apresentou comportamento ligeiramente pseudoplastico (n<1), a temperatura de 4°C,

passando a dilatante (n>1) quando a temperatura aumentou para 25°C.

Na Figura 4b verifica-se que a taxas de deformagéo mais elevadas (>150 s™), a
viscosidade aparente do extrato obtido de graos de soja foi menor do que a do extrato
obtido da farinha integral. A relag&o inversa entre viscosidade e taxa de deformacdo em
fluidos pseudoplasticos deve-se ao maior alinhamento das moléculas em direcdo ao
fluxo formado, induzindo a uma maior fluidez do liquido com conseqiiente menor atrito.
Os fluidos dilatantes, por sua vez, geralmente contém altas concentragdes de soélidos
em suspensao e a medida que a taxa de deformacdo aumenta, os aglomerados de
particulas solidas formadas nao sao suficientemente lubrificados pela fase liquida e os

mesmos permanecem juntos, aumentando a tensédo (Nsofor e Osuiji, 1997).

O comportamento reolégico observado no extrato obtido da farinha integral de
soja esta relacionado a provavel aglomeracéo das particulas de proteina desnaturadas,
associando maior indice de sedimentagéo deste extrato comparativamente aos demais
(Tabela 2).
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O indice de aceitabilidade dos extratos de soja em relagdo aos atributos cor,
aroma, sabor, textura e impresséo global estédo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Avaliagao sensorial dos extratos obtidos dos gréos, da farinha integral e do

isolado protéico de soja

Extrato de graos Extrato de farinha Extrato de isolado

Atributo de soja integral de soja protéico de soja
Cor 6,75 5,76° 6,19%°
Aroma 5,842 3,74° 6,24°
Sabor 5,332 3,59° 5,252
Textura 5 50° 4.61° 5,18%
Impressao global 5,87° 4,16° 5,49°

Os valores correspondem & média das notas de 56 provadores;
Médias em uma mesma linha que possuem letras distintas diferem significativamente entre si pelo teste
de Tukey (p < 0,05).

Observando-se a Tabela 8, verifica-se que os extratos obtidos dos graos e do
isolado protéico apresentaram melhor aceitacdo quanto ao aroma sabor e impressao
global em relagao ao extrato de farinha integral de soja, sendo igualmente aceitos em
relacéo a estes atributos, considerando-se 95% de significancia estatistica. O extrato
obtido da farinha de soja obteve a menor aceitagdo pelos consumidores em relacéo aos
atributos descritos anteriormente. Contudo, para os atributos cor e textura, a diferenca
em relagdo aquele obtido do isolado nao foi significativa (p < 0,05). Nas fichas de
avaliagao foram manifestadas algumas caracteristicas pelos provadores relativamente a
cor “muito escura” e a textura “arenosa” para o extrato obtido da farinha; enquanto que,

para o extrato do isolado, a textura foi citada com “fluidez” ou “baixa viscosidade”.

Como observado na Tabela 8 e Figura 2, a cor do extrato obtido da farinha
integral de soja diferiu significativamente (p < 0,05) dos demais, por ser mais escuro,
evidenciando uma relacéo direta entre a observacao sensorial e a instrumental. Da
mesma forma, mostraram-se relacionados o atributo textura, avaliado sensorialmente
(Tabela 8) e a viscosidade aparente, determinada instrumentalmente (Figura 3). De
acordo com Courregelongue et al. (1999), quanto maior a viscosidade do extrato de
soja, menor a percepgéo sensorial de adstringéncia.
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O sabor caracteristico de soja “feijao cru” muito intenso e “rancidez” foram
manifestados, respectivamente, nas observa¢des de 20% e 25% dos provadores para o
extrato da farinha. Embora todos os extratos tenham sido desodorizados, a técnica
implementada por Moraes (2002) visando a melhoria da aceitabilidade do produto,
neste caso, hao se mostrou efetiva, provavelmente, devido as alteragbes quimicas
severas ocorridas no processo de obtencao da farinha. A rancidez parece ter sido o
fator limitante para a aceitacdo do extrato. Pode ter sido desencadeada durante o
preparo do extrato, possivelmente no processo de fabricagdo da farinha e/ou durante o
armazenamento, através de processos de oxidacgao lipidica, fenébmeno muito comum
em graos de oleaginosas e produtos derivados. Mesmo apés a inativagéao térmica das
enzimas lipoxigenases, principais catalisadoras da reac¢do, o processo de degradacao
oxidativa de acidos graxos continua, em velocidade reduzida, através de reagdes nao
enzimaticas (Araujo, 2001; Wang et al., 2001; Morais e Silva, 1996).

Extratos obtidos dos grdos e do isolado protéico de soja apresentaram sabor
“suave” de acordo com 41% dos provadores, sendo que 11% manifestaram ter
identificado sabor de “feijao cru” para o extrato de graos. Normalmente, nos isolados
protéicos o sabor é quase ausente porque a tecnologia empregada na sua fabricagio
elimina os compostos responsaveis pelo sabor caracteristico de soja. Nos extratos
elaborados com graos de soja, esta caracteristica de sabor esta associada a variedade
utilizada, bem como ao processamento aplicado, cujos pardmetros devem ser
adequados (principalmente tempo e temperatura) a inativagdo das enzimas
lipoxigenases, responsaveis pela degradacado dos acidos graxos insaturados dos quais
resultam os compostos volateis de baixo peso molecular que originam o sabor
indesejavel (Berk, 1992; Ashraf e Snyder, 1981). Neste trabalho, as caracteristicas
observadas podem ter sido afetadas notadamente pela etapa de maceracéo dos graos

realizada a temperatura ambiente (2 horas), caracterizando o sabor de “feijao cru”.

Os termos “amargor” e “adstringéncia” foram mencionados por 1,8% dos

provadores para o exirato oriundo dos gréos e por 7% para aquele obtido do isolado
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protéico. No caso da farinha, &€ provavel que os sabores de “feijao cru" e “rancidez’
tenham mascarado essas caracteristicas, da mesma forma, que o sabor de “feijao cru”
para o extrato obtido dos graos. De acordo com Moraes (2002), o processo de
desodorizag&o nao resultou em diferengas entre extratos tratados e néo tratados com
relagao a adstringéncia. Na avaliagdo sensorial de extratos de soja, Carrao-Panizzi et
al. (1999b) concluiram que daidzeina (0,10 a 0,75mg/100mL) e genisteina (0,23 a
1,0/mg/100mL) n&o estavam em quantidades suficientes para que os provadores
percebessem o amargor e a adstringéncia nos produtos. Neste estudo, embora os
teores de daidzeina e genisteina estivessem dentro da faixa citada por aqueles autores,
sugerem estar associados as caracteristicas sensoriais verificadas outros compostos,

além das isoflavonas.

Segundo Kwok e Niranjan (1995) e Matsuura et al. (1989), as isoflavonas
agliconas s&o as responsaveis pelo sabor amargo e adstringente e tém sido um dos
fatores responsaveis pela baixa aceitacdo de extratos de soja natural, ou seja, sem a
adicdo de saborizantes. Por outro lado, os beneficios fisiolégicos da soja tém sido
atribuidos especialmente a estas substancias, o que leva a controvérsias na busca de
tecnologias que melhorem o sabor (pela redugéo destes compostos), em detrimento da
sua acao de prevencdo a salide.

A farinha e o isolado sdo matérias-primas importantes sob o ponto de vista
tecnolégico para a elaboragéo de extratos protéicos de soja, devido a sua praticidade
de utilizagdo nos processos. Tém sido largamente usadas nos Estados Unidos e na
Europa na elaboracdo de extratos para consumo direto ou em formulagdes com outros
ingredientes (Poysa e Woodrow, 2002; Soymilk, 1984). Contudo, naqueles e em outros
mercados, incluindo o brasileiro, é importante salientar que estes beneficios resultem

também em satisfacdo aos consumidores.
E fundamental que o estimulo ao consumo da soja esteja vinculado a produtos
que, além de manterem os constituintes nutritivos e funcionais inerentes aos graos,

sejam apreciaveis pelos consumidores e que suas caracteristicas sensoriais sejam
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desvinculadas do leite bovino. Tecnologicamente, a melhoria do sabor pode ser obtida
com eficiéncia por diferentes mecanismos, mas que nao solucionam totalmente o
problema da aceitagcdo em algumas regides. Visto que a eliminagdo do sabor é
impraticavel e, alem disso, muitas das técnicas que visam elimina-lo comprometem a
qualidade do produto, seria interessante que as caracterizagées de sabor “feijao cru”,
“feijao cozido”, “cereal” e gosto amargo e adstringente, dentro de certos limites, fossem
atributos que distinguissem positivamente o extrato de soja como um produto Unico

pelos consumidores.
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4. Conclusoes

Os extratos elaborados com graos, farinha integral e isolado protéico de soja
variaram significativamente entre si (p < 0,05) em relacdo aos parametros fisico-

guimicos avaliados.

Em relacao a matéria-prima de origem, o extrato obtido da farinha apresentou
proporcionalmente maior teor de sacarose e dos oligossacarideos estaquiose e
rafinose, em relagédo ao proveniente de graos. No extrato obtido de isolado protéico nao
foram detectados estes oligossacarideos, e o teor de sacarose advindo da matéria-

prima de origem, foi mantido em maior proporcéo neste extrato em relacao aos demais.

O perfil de aminoacidos dos graos e da farinha integral de soja apresentou-se
similar entre si, sendo o de aminoacidos essenciais dentro dos padrdes estabelecidos
pela FAO (1973). O isolado protéico apresentou teores de aminoacidos essenciais
(metionina, cistina e treonina) marcadamente menores. A obtengéo do extrato a partir
dos graos de soja resultou em perdas de 15 e 11% de aminoacidos essenciais e nao-

essenciais, respectivamente.

Os teores totais de isoflavonas na farinha, no isolado protéico e nos graos de
soja, foram de 269,8, 254,6 e 245,7mg/100g de amostra seca, respectivamente. Os
extratos apresentaram redugdes correspondentes de 0,25, 5 e 8%.

As formas B-glicosidica, malonil-glicosidica e aglicona das isoflavonas mudaram
da relagado 16:83:1, 40:57:3 e 28:65:7, respectivamente, nos graos, na farinha e no
isolado protéico de soja para 66:31:3, 62:28:10 e 76:17:7 nos extratos correspondentes.
O tratamento térmico aplicado na obtengao dos extratos, mais a etapa de maceragao
dos graos e separagéo do residuo (para o extrato do gréo), foram as provaveis causas

do comportamento observado.
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A viscosidade aparente, nas temperaturas de 4 e 25°C, do extrato obtido de
graos de soja (fluido ndo-newtoniano com comportamento pseudoplastico) foi maior que
a do extrato da farinha (fluido n&o-newtoniano com comportamento pseudoplastico a
4°C e dilatante a 25°C) e do isolado (fluido newtoniano). O maior indice de
sedimentacao verificado no extrato de farinha integral e o baixo teor de sélidos solGveis
no extrato de isolado protéico foram determinantes, entre outros fatores, no

comportamento reoldgico verificado.

Os extratos obtidos dos gréos e de isolado protéico de soja mostraram similar
aceitacado em relagao aos atributos avaliados (cor, aroma, sabor, textura e impressao
global), superando o extrato obtido de farinha integral de soja, cuja limitacao de

aceitabilidade foi em relagdo a cor e ao sabor.

O extrato obtido de grados de soja foi escolhido para utilizacdo em estudos
subsequentes, considerando, além do menor custo relativo, a sua boa aceitagéo e que
0 mesmo manteve proporcionalmente todos os constituintes do grdo, incluindo

oligossacarideos e isoflavonas.
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Capitulo 3

1. Introdugao

A constatacado cientifica de que a soja, além do reconhecido valor nutricional, é
um alimento funcional, aumentou o interesse pelo consumo dos graos desta leguminosa
por parte da populacdo ocidental, onde sua utilizacdo, até recentemente, esteve restrita
aos descendentes de orientais, aos vegetarianos e as criangas com intolerancia a
lactose ou alergia ao leite bovino (Liu, 1999). IniUmeras pesquisas tém evidenciado os
efeitos da soja sobre varias doengas crénicas como cancer de coélon, mama e prostata,
no controle dos sintomas e na prevencdo das doencas decorrentes da sindrome de
climatério e na prevencao de doencgas cardiovasculares (Han et al, 2001; Greaves et al.,
1999; Kennedy, 1995; Messina ef al,, 1994), contribuindo para sua popularizagio.
Entretanto, alguns fatores ainda limitam a aceitacdo da soja em grdo e da maoria dos
produtos dela derivados, entre eles os compostos causadores de flatuléncia e o aroma

e sabor caracteristicos.

As tecnologias desenvolvidas e aplicadas para minimizar as caracteristicas
consideradas indesejaveis até o momento, nao tém garantido um aumento de aceitacéo
significante no consumo que possa garantir os efeitos benéficos associados a esta
leguminosa (Moraes, 2002; Liu, 1999; Wang, 1986; Weingartner et al., 1983; Ashraf e
Snider, 1981; Huhn e Pinheiro, 1980; Nelson et al., 1976; Miya et al., 1975; Mustakas et
al., 1969; Wilkens et al., 1967). Além disso, muitas das substancias responsaveis pelas
caracteristicas indesejaveis sdo também responsaveis pelas propriedades de satde da
soja que a caracterizam como um alimento funcional, como é o caso dos
oligossacarideos, responsaveis pelo aumento da flatuléncia, mas relacionados a
proliferagdo de bactérias bifidas, e das isoflavonas, responsaveis pelo sabor amargo e
adstringente dos produtos derivados de soja, mas associadas a prevencgao de doencas

horménio-dependentes.

Tentativas de introducdo da soja na alimentacdo humana na forma pura,

transformada e/ou associada a outros ingredientes vém sendo feitas ha bastante tempo.
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O extrato de soja, também conhecido como “leite de soja”, € um dos produtos
derivados da soja mais difundidos e vém ganhando espago no mercado pela
versatilidade na sua utilizagdo direta ou em formulagées de outros produtos. Embora
inimeras tecnologias tenham logrado éxito na obtencdo de extratos com melhores
caracteristicas sensoriais, foi constatado que sua aceitacdo é bastante aumentada
quando se associa o extrato a aditivos e/ou ingredientes que conferem caracteristicas
de sabor e aroma diferentes daqueles inerentes ao extrato de soja na forma pura (Casé
et al., 2002; Pino et al., 2002; Tashima e Cardello, 2002; Espinosa ef al. 2000; Ginn et
al., 1998; Wang et al., 1997; Chauhan et al., 1993; Ferreira e Shirose, 1976).

A mistura de extrato de soja com frutas tem sido muito pesquisada e alcancado
6timos resultados em termos de aceitacdo pelos consumidores, cujo julgamento &
determinante na ampliag&o e diversificagdo da produgéo deste tipo de bebida (Chauhan
et al., 1998; Vieira et al., 1994; Rosario et al., 1985; Soymilk, 1984). O consumo mundial
de bebidas de soja estd estimado em 2 bilhées de litros por ano, com previsao de
duplicagéo até o ano de 2004 (Innovation, 2001). No Brasil, embora ainda nao se
disponha de dados numeéricos, o mercado de bebidas com apelo para a salde,
destacando-se as que utilizam a soja como ingrediente principal, ampliou-se muito,
impulsionado pela mudanca de habitos dos consumidores, que hoje estao cada vez
mais preocupados em buscar o seu bem-estar através de uma boa alimentacdo. Esse
comportamento transformou este segmento que esta bastante diversificado, oferecendo
inimeros produtos na linha satde incluindo formulacdes que associam extrato de soja e
frutas (Datamark, 2003a,b).

As bebidas a base de extrato e soja e frutas disponiveis comercialmente no
mercado nacional fornecem uma quantidade de proteina de soja relativamente baixa,
de 0,6 a 1,4%. Tal parametro esté vinculado as dificuldades tecnoldgicas associadas
com a produgéo da bebida, como a estabilizagio e aos aspectos sensoriais negativos
da soja, notadamente quando se trabalha com percentuais protéicos mais elevados.
Embora seu consumo seja interessante do ponto de vista de introdugdo da soja na
alimentagao cotidiana, o baixo percentual de extrato de soja até o momento utilizado

nas formulagdes pode restringir a agao destas bebidas como alimento funcional.
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Este trabalho visou a formulacdo e estabilizagdo de uma bebida funcional, a
partir de extrato de soja de boa aceitagdo e polpa de péssegos, com teor protéico de

soja mais elevado daquele encontrado em bebidas similares no mercado.
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2. Material e métodos

2.1. Matérias-primas utilizadas

Extrato de graos de soja escolhido no Capitulo 2.

Polpa congelada de péssegos da cultivar Aurora, cedida pela industria De Marchi
Produtos Congelados (Jundiai — SP).

2.2. Elaboragao da bebida a base de extrato de soja e polpa de péssegos

A elaboragéo da bebida seguiu o fluxograma apresentado na Figura 1, em que
se adicionou polpa de péssegos ao extrato de soja (com 3% de proteina) até atingir-se
a concentragdo protéica da bebida definida no planejamento experimental fatorial
completo (Tabela 1) descrito a seguir. A mistura foi estabilizada com pectina citrica (CP
Kelco Brasil S.A.), calculando-se a quantidade necessaria em fungéo do teor protéico
final de cada bebida.

As diferentes combinagbes de extrato de soja, polpa de péssegos, acticar
(sacarose comercial) e estabilizante, estabelecidas no planejamento experimental
fatorial completo (abaixo), deram origem a 18 formulacdes da bebida. As mesmas foi
adicionado 0,03% de aroma de péssego idéntico ao natural (Duas Rodas Industrial
Ltda.), 0,025% de corante urucum, 40ppm de conservador do tipo parabenos e acido
citrico, até atingir-se pH 4,0.

As bebidas, apds pasteurizagdo a 80-85°C por aproximadamente 20 segundos,

foram acondicionadas a quente em garrafas de poliéster (PET) com capacidade de
250mL, resfriadas até 4°C e mantidas sob refrigeragéo (4°C).
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. Acidulante |

! Armazenamento |

Figura 1. Fluxograma de obtengédo de bebida a base de extrato de soja e polpa de

péssegos.
2.3. Planejamento experimental

Para obter-se uma bebida a base de soja e polpa de péssegos com teor protéico
superior ao de bebidas similares existentes no mercado e que satisfizesse aos
consumidores, elaborou-se diferentes formulagbes da mesma com base no
delineamento experimental fatorial 2° completo, com 4 pontos centrais e 6 pontos axiais
(Box e Draper, 1998) baseado na Metodologia de Superficie de Resposta (Barros Neto
et al., 1995). Proteina, agucar e estabilizante foram as variaveis independentes
estudadas na elaboragéo da bebida; estabelecidas em niveis codificados: -a, -1, 0, +1,
+o. Os niveis codificados e decodificados das variaveis independentes e o

planejamento completo estdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Delineamento experimental fatorial completo 23, composto por 3 variaveis
independentes em 2 niveis, com 4 repeti¢ées no ponto central (C), para formulagao de
bebida a base de extrato protéico de soja e polpa de péssegos

Niveis Codificados Niveis Reais
Formulagao P E A P E A
1 -1 -1 -1 1,5 0,12 8,0
2 + 1 -1 -1 2,5 0,12 8,0
3 -1 +1 -1 1,5 0,16 8,0
4 + 1 +1 -1 2,5 0,16 8,0
5 -1 -1 + 1 1,5 0,12 12,0
6 +1 -1 +1 2,5 0,12 12,0
7 -1 +1 + 1 1,5 0,16 12,0
8 +1 +1 +1 2,5 0,16 12,0
9 - 0 0 1,2 0,14 10,0
10 +a 0 0 2,8 0,14 10,0
11 0 - 0 2 0,11 10,0
12 0 + 0 2 0,17 10,0
13 0 0 - 2 0,14 6,6
14 0 0 o 2 0,14 13,4
15 (C) 0 0 0 2 0,14 10,0
16 (C) 0 0 0 2 0,14 10,0
17 (C) 0 0 0 2 0,14 10,0
18 (C) 0 0 0 2 0,14 10,0

P : % de proteina obtida da mistura extrato de soja (com 3% de proteina) e polpa de péssegos;
E : % de estabilizante calculado sobre o teor de proteina da bebida;

A . % de aglcar calculado sobre o volume total de bebida;

(C) : ponto central;

+- o : pontos axiais.

2.4. Determinacgées fisicas, quimicas e fisico-quimicas

No extrato de soja, na polpa de péssegos e na bebida final foram determinados,
em sextuplicata, conforme metodologias descritas na Association of Official Analitycal
Chemists (AOAC) (AOAC, 1995): sélidos totais (AOAC n°92523), proteinas (AOAC
n°99120), lipidios (AOAC n°90502), cinzas (AOAC n°94546). No extrato de soja foi
determinado fibra bruta (AOAC n°7061), e na polpa de péssegos e na bebida final, fibra
dietética (AOAC n°.98529/96052). Os carboidratos foram calculados por diferenca
(carboidratos = 100 — umidade — proteinas - lipidios — cinzas — fibras). Na polpa de
péssegos e na bebida final foram determinados também teor de acido ascérbico (AOAC
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n°® 43051) e sdlidos soltveis, pH e acidez conforme metodologias especificas descritas
na AOAC (1995).

Nas 18 bebidas formuladas determinou-se sdlidos sollveis, pH e acidez
conforme metodologias descritas na AOAC (1995); cor e viscosidade, segundo
metodologias descritas no Capitulo 2.

No extrato de soja e na bebida final foram determinados ainda: aclcares
(sacarose, rafinose e estaquiose), aminoacidos totais e isoflavonas, segundo

metodologias descritas no Capitulo 2.

Os resultados das determinacgdes fisico-quimicas das bebidas formuladas
segundo o planejamento experimental fatorial completo apresentado, foram avaliados
segundo a Metodologia de Superficie de Resposta utilizando-se o programa Statistica
versao 5.0 (Statistica, 1995).

Os resultados das demais determinagées fisico-quimicas foram compilados e
analisados pelo programa Statistica versao 5.0 (Statistica, 1995), utilizando-se analise
de variancia (ANOVA), teste F e aplicando-se o teste de Tukey (p < 0,05) para
comparacéao dos resultados médios das amostras. Os parametros reolégicos foram
analisados por metodos estatisticos quantitativos, obtendo-se as equacdes de

regressao.
2.5. Avaliagao sensorial

As bebidas formuladas com extrato de soja e polpa de péssegos foram avaliadas
sensorialmente através de método afetivo, realizado mediante a aplicacéo de teste de

aceitacao, considerando-se os atributos cor, aroma, sabor, textura e impressao global.

As amostras foram apresentadas a 45 provadores nado treinados, com idade

entre 20 e 45 anos, pertencentes a comunidade académica da Universidade Estadual
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de Campinas, recrutados através de questionario no qual indicavam se consumiam
bebidas a base de extrato de soja com suco de frutas e/ou se n3o rejeitavam este
produto. Os provadores manifestaram sua opini&o em relagéo aos atributos escolhidos,
para cada amostra, utilizando escala nao estruturada de 9 centimetros (Stone e Sidel,
1993). As amostras foram servidas & temperatura de 4+2°C, em copos incolores e
transparentes devidamente codificados (3 algarismos) e oferecidas aos provadores de
forma monadica, segundo um delineamento de blocos completos casualizados
(Wakeling e MacFie, 1995).

Os dados sensoriais foram avaliados segundo a Metodologia de Superficie de
Resposta, utilizando-se o programa Statistica versao 5.0 (Statistica, 1995), para verificar
o efeito das variaveis independentes (proteina, agucar e estabilizante) sobre a
aceitabilidade das bebidas de soja e polpa de péssegos, ao nivel de significancia de
95%.
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3. Resultados e discussao

Na Tabela 2 sdo apresentadas as médias dos resultados das determinagées de
sdlidos soluveis, acidez, cor e viscosidade das bebidas formuladas com extrato de soja

e polpa de péssegos, conforme planejamento experimental fatorial completo.

Tabela 2. Valores de soélidos sollveis, acidez, luminosidade (L*) e das coordenadas de
cromaticidade (a* e b*) e viscosidade aparente das bebidas formuladas com extrato de

soja e polpa de péssegos, conforme planejamento experimental fatorial completo (2%)

Niveis reais Solidos Acid Viscosidade
Formulagao solaveis oo e, L* a* b (cP)
P E A om: (% ac citrico) ° °
(°Brix) a4°C a25°C

1 1,6 0,12 8,0 13,60 0,3966 65,80 6,76 30,12 120,38 64,20
2 25 0,12 80 13,05 0,3968 72,59 3,77 21,14 19,02 10,72
3 1,56 0,16 8,0 16,90 04703 66,60 6,44 28,46 91,24 58,29
4 25 0,16 80 11,70 0,349 73,33 3,99 21,62 30,21 15,81
5 1,5 0,12 12,0 20,80 03733 6584 6,73 30,34 110,67 71,38
6 2,5 0,12 12,0 15,60 04644 7269 2,78 22,09 21,37 11,04
7 1,6 0,16 12,0 18,85 0,4576 6560 6,00 28,24 90,81 4562
8 2,5 0,16 12,0 13,05 0,3162 71,37 3,14 2212 46,04 21,12
9 1,2 0,14 10,0 18,20 0,6231 63,48 7,20 29,08 149,52 94,61
10 2,8 0,14 10,0 13,08 0,3283 72,28 2,41 18,14 12,62 7,75
11 2 011 10,0 16,90 0,3983 68,93 5,39 25,36 40,13 22,38
12 2 0,17 10,0 13,20 0,3282 67,33 5,52 2643 77,30 38,01
13 2 014 66 13,05 0,4515 70,02 5,25 26,12 38,74 25,36
14 2 014 13,4 13,70 0,338 66,90 4,85 2641 70,12 32,87
15 (C) 2 0,14 10,0 15,50 0,4086 68,12 5,18 2550 43,08 27,39
16 (C) 2 0,14 10,0 15,60 03771 68,20 5,40 25,08 4435 2763
17 (C) 2 0,14 10,0 15,60 0,4015 68,72 5,16 26,08 43,93 27,63

18 (C) 2 0,14 10,0 15,70 0,3599 67,90 5,56 26,61 43,93 27,08

P : % de proteina obtida da mistura extrato de soja (com 3% de proteina) e polpa de péssegos;
E : % de estabilizante calculado sobre o teor de proteina da bebida;

A : % de agucar calculado sobre o volume total de bebida;

(C) : ponto central;

Obs.: os valores correspondem & meédia de 4 repeticdes.

As formulagdes 1, 3, 5, 7, 9, 12 e 14 apresentaram os maiores valores para
viscosidade nas duas temperaturas de estudo. Observando-se a Tabela 2, a excegao
da formulacdo de numero 12, na qual adicionou-se o maximo de estabilizante

(correspondente a 0,17%) e da formulagédo 14, com o maximo de acgucar (13,4%), as
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demais se assemelharam em relacdo ao baixo teor protéico e, conseqilentemente,
maior teor de polpa de péssegos. A menor viscosidade associada a maiores teores de
extrato de soja em formulacdes também foi constatada por Cardoso ef al. (2001) e Silva
et al. (1998). De acordo com Oguntunde e Akintoye (1991), a viscosidade se relaciona
proporcionalmente ao teor de soélidos totais € @ composicao em proteinas, lipidios e
fibras da bebida.

O conhecimento dos parametros reolégicos € de fundamental importancia na
caracterizacéo tecnologica e sensorial do produto final, bem como para o planejamento

e otimizagéo de equipamentos e processos (Muller, 1973).

Na Tabela 3 sdao mostrados os efeitos estimados dos fatores lineares e
quadraticos e das interagbes das varidveis independentes (% de proteina, % de
estabilizante e % de aglcar) sobre o teor de sdlidos sollveis, acidez, cor e viscosidade

das bebidas formuladas com extrato de soja e polpa de péssegos.

Tabela 3. Estimativa dos efeitos sobre os parametros fisico-quimicos das bebidas
formuladas com extrato de soja e polpa de péssegos, conforme planejamento
experimental fatorial completo (2°)

Solidos i Viscosidade (cP

Faores saliveis 002, L a b VopesidadeloD
Proteina (L) -3,7138 -0,0977  5,9951 -2,9736 -7,1153 _771540 -47,8683
Proteina (Q) 0,3791 0,0537 0,2146 -0,4276 -1,4335 26,3966 16,7336
Estabilizante (L) -1,2847 -0,0228  -0,3970 -0,0368 -0,2124 72304 1,4332
Estabilizante (Q) -0,0379 -0,0208  0,3815 0,0319 0,1819 40,6312 1,8991
Aclcar (L) 2,0710 -0,0281 -1,1814 -0,4368 0,2837 g 9061 1,8702
Acucar (Q) -1,2221 0,0014  0,6246 -0,2544 04434 75993 14,1352
Prot. (L) x Estab. (L) -1,3125 -0,0885 -0,2850 0,4075 1,0675 21,2150 11,7100
Prot. (L) x Agucar (L) -1,3125 00177  -0,2250 -0,3425 0,3625 7,0800  2,7800

Estab. (L) x Aglicar (L)  -1,6125  -0,0224 -0,7750 -0,0675 -0,2225 56900  -3,7150

Valores em negrito s&o significativos ao nivel de 95% de confianca (p < 0,05);
(L) : termo linear;
(Q) : termo quadratico.
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Na Tabela 3 observa-se que o maior efeito sobre os parametros avaliados
deveu-se ao teor de proteina da bebida (termo linear) indicando que bebidas
formuladas com percentuais maiores de extrato de soja apresentam menores valores
de sélidos soluveis, acidez, cor vermelha (+a*), cor amarela (+b*) e viscosidade. Além
de incrementar estas caracteristicas, a adigdo de polpa de péssegos ao extrato de soja
em concentragOes crescentes, resultou em bebidas mais escuras (menores valores de
L®).

A viscosidade dependeu do percentual de estabilizante adicionado a bebida e do
percentual de proteina da mesma, demonstrado pela interacao significativa (p < 0,05)
entre os 2 fatores (Tabela 3). Destes, o percentual de proteina de soja foi o parametro
mais importante com efeito significativo (p < 0,05), mas de sinal negativo, resultando
numa redugdo de até 77 e 48% na resposta, as temperaturas de 4 e 25°C,
respectivamente, quando se formulou bebidas de soja e polpa de péssegos com teores
de proteina variando entre 1,5 € 2,5%.

Na Tabela 4 estdo apresentados os parametros reoldgicos determinados pelo

modelo da “Lei de Poténcia” para as bebidas a base de extrato de soja e polpa de

péssegos.
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Tabela 4. Parametros reolégicos das bebidas formuladas com extrato de soja e polpa
de péssegos, conforme planejamento experimental fatorial completo (2°), a 4 e 25°C,

segundo o modelo da “Lei de Poténcia”

Coeficiente de Indice de Coeficiente de
Niveis reais consisténcia comportamento correlagio (R?)
Formulagao (K) do fluxo (n)
P E A 4°C 25°C 4°C 25°C 4°C 25°C
1 1,5 0,12 8,0 140,2 52,4 0,48 0,57 0,99 0,99
2 25 0,12 8,0 4,58 2,14 0,81 0,83 0,99 0,99
3 1,5 0,16 8,0 734 40,9 0,58 0,59 0,99 0,98
4 25 0,16 8,0 725 3,30 0,81 0,84 0,99 0,99
5 1,5 0,12 12,0 104,0 65,5 0,53 0,53 0,99 0,99
6 25 012 120 4,43 1,86 0,82 0,85 0,99 0,99
7 1,5 0,16 12,0 57,0 31,6 0,61 0,62 0,98 0,99
8 25 0,6 12,0 10,9 4,73 0,77 0,81 0,99 0,99
9 1,2 0,14 10,0 1571 80,4 0,48 0,52 0,99 0,99
10 28 0,14 10,0 3,35 0,81 0,85 0,94 0,99 0,99
11 2 0,11 10,0 16,7 7,97 0,67 0,73 0,99 0,99
12 2 0,17 10,0 46,0 28,4 0,61 0,59 0,99 0,98
13 2 0,14 6,6 10,2 5,68 0,75 0,76 0,99 0,99
14 2 0,14 13,4 426 23,9 0,62 0,61 0,99 0,98
15 (C) 2 0,14 10,0 19,3 9,24 0,70 0,75 0,99 0,99
16 (C) 2 0,14 10,0 18,4 7,66 0,71 0,78 0,99 0,99
17 (C) 2 0,14 10,0 26,7 8,64 0,67 0,76 0,99 0,99
18 (C) 2 0,14 10,0 19,3 7,47 0,72 0,78 0,99 0,99

P : % de proteina obtida da mistura extrato de soja (com 3% de proteina) e polpa de péssegos;
E : % de estabilizante calculado sobre o teor de proteina da bebida;

A : % de agucar caiculado sobre o volume total de bebida;

{(C) : ponto central;

Obs.: os valores correspondem a média de 2 repetigdes.

A Figura 2 corresponde a relagdo entre a viscosidade aparente e a taxa de
deformagdo das bebidas formuladas com extrato de soja e polpa de péssegos,

determinada as temperaturas de 4 e 25°C.
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Figura 2. Relagdo entre viscosidade aparente e taxa de deformacdo das bebidas

formuladas com extrato de soja e polpa de péssegos, nas temperaturas de 4 e 25°C.

Verifica-se na Tabela 4 que o coeficiente de consisténcia (K) diminuiu com o
aumento do teor de extrato de soja. O resultado inverso foi observado no indice de
comportamento do fluxo (n). Segundo Otero ef al. (1998), a presenca de
polissacarideos e agentes espessantes ou estabilizantes aumenta o indice de
consisténcia. Embora n&o tenha sido o escopo deste trabalho, este aspecto deve ser
considerado, particularmente no dimensionamento de tubulagées e equipamentos
envolvidos com a elaboragdo deste tipo de bebidas, bem como na definicdo dos

parametros que relacionam tempo e temperatura de processamento (Forster e Ferrier,
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1979). Sensorialmente os indices de consisténcia e comportamento do fluxo estdo
relacionados com a propriedade de resisténcia ao escoamento, detectada pelos
consumidores através de receptores mecéanicos e tateis, definindo a viscosidade do
produto (Campos et al., 1989).

O indice de comportamento do fluxo (n<1) (Tabela 4) e o decréscimo observado
na viscosidade aparente, em fungdo do aumento da taxa de deformacao (Figura 2),
sugerem que as bebidas elaboradas com extrato de soja e polpa de péssegos sejam
fluidos n&o-newtonianos com comportamento pseudoplastico (Muller, 1973). Em
concordancia com Urbanski et al. (1982) e Nsofor e Osuji (1997), pode-se constatar que
o aumento do teor protéico (e consequente redugéo no teor de sélidos) na formulacao
da bebida, dos niveis codificados —1 para +1, correspondentes a 1,5 a 2,5%, faz com

que reduza este comportamento (n>0,8).

A caracterizagéo reolégica de um alimento depende de uma série de fatores
associados, destacando-se o tipo e concentragéo dos ingredientes envolvidos na sua
formulagdo e o tipo de ligagbes quimicas e/ou fisicas entre as moléculas e da

establidade destas ligagbes (Buffo e Reineccius, 2002).

Verifica-se pela Figura 2 que a viscosidade aparente das bebidas formuladas
com extrato de soja e polpa de péssegos foi influenciada pela temperatura, diminuindo
quando a mesma passou de 4 para 25°C, o que concorda com o estudo de Forster e
Ferrier (1979). Este parametro é importante do ponto de vista de recomendacao de
consumo do produto a temperatura de refrigeragdo e/ou a temperatura ambiente,

podendo influenciar na sua aceitabilidade.
Na Tabela 5 s&o apresentadas as médias das notas dos provadores em relagao

a aceitacdo das bebidas formuladas com extrato de soja e polpa de péssegos,

conforme planejamento experimental fatorial completo.
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Tabela 5. Avaliagéo sensorial (teste afetivo de aceitacao) das bebidas formuladas com
extrato de soja e polpa de péssegos, conforme planejamento experimental fatorial

completo (2°%)

Formulagdo ~NIVeis reais Cor Aroma Sabor Textura Imglr;f:lao
P E A
1 15 0,12 8 6,77 6,23 4,95 5,49 5,56
2 25 012 8,0 5,73 5,99 5,07 5,57 5,44
3 1.5 0,16 8,0 6,97 6,67 5,19 6,04 5,72
4 25 0,16 8,0 6,05 6,03 5,27 6.4 5,46
5 1,9 012 12,0 6,77 6,37 4,88 5,47 5,39
6 25 012 120 5,85 6,01 6,05 5,45 6,16
7 1,5 0,16 12,0 6,92 6,22 6,01 6,51 6,11
8 25 0,16 120 6,28 6,25 5,63 5,75 5,56
9 1.2 014 100 6,75 6,58 5,51 5,87 5,54
10 28 0,14 10,0 5094 5,92 5,04 4,99 5,567
11 2 0,11 10,0 7,03 6,21 6,09 5,48 6,34
12 2 0,177 10,0 6.8 6,52 6,32 53 5,94
13 2 0,14 6,6 6,75 6,22 5,6 6,17 5,85
14 2 0,14 134 6,95 6,55 5,69 5,97 5,85
15 (C) 2 0,14 10,0 7,17 6,23 6,08 6,42 6,48
16 (C) 2 0,14 100 7,14 6,25 6,27 6,48 6,51
17 (C) 2 0,14 10,0 7,07 6,26 6,37 6,54 6,59
18 (C) 2 0,14 10,0 7,16 6,27 6,3 6,49 6,54

P : % de proteina obtida da mistura extrato de soja (com 3% de proteina) e polpa de péssegos;

E . % de estabilizante calculado sobre o teor de proteina da bebida;

A : % de acgucar calculado sobre o volume total de bebida;

(C) : ponto central;

Obs.: os valores para cada atributo correspondem a média das notas de 45 provadores indicadas numa
escala ndo estruturada de 9cm.

Na Tabela 6 estdo mostradas a estimativa dos efeitos lineares, quadraticos e a
interacdo dos fatores: percentagem de proteina, de estabilizante e de acticar sobre os
atributos cor, aroma, sabor, textura e impresssao global utilizados na analise sensorial

como indicadores de aceitagéo das bebidas de soja e polpa de péssegos.
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Tabela 6. Estimativa dos efeitos lineares, quadraticos e interacdo dos fatores sobre os

parametros sensoriais das bebidas formuladas com extrato de soja e polpa de

péssegos
Fatores Cor Aroma Sabor Textura Impressao
Global
Proteina (L) -0,7149 -0,3397 0,0292 -0,2665 -0,0160
Proteina (Q) -0,6709 -0,0524 -0,8201 -0,6330 -0,7464
Estabilizante (L) 0,1044 0,1598 0,2251 0,3540 -0,0546
Estabilizante (Q) -0,2680 0,0289 -0,1627 -0,6614 -0,3330
Acucar (L) -0,0932 0,0710 0,3282 -0,0961 0,1523
Acucar (Q) -0,3139 0,0430 -0,5585 -0,1805 -0,5379

Prot. (L) x Estab. (L) 0,1000 -0,0025 -0,3975 -0,1150 -0,3650
Prot. (L) x Agtcar (L) 0,1000 0,1375 0,1475 -0,3050 0,1500
Estab. (L) x Agucar (L) 0,0150 -0,0975 0,0675 -0,0100 -0,0150
Valores em negrito s&o significativos ao nivel de 95% de confianga (p < 0,05);

(L) : termo linear;

(Q) : termo quadratico.

Observa-se que o parédmetro quadratico do fator proteina teve efeito negativo
significativo (p < 0,05) sobre a aceitabilidade da bebida, considerando todos os atributos
avaliados, ou seja, um aumento excessivo na sua concentracido, pode diminuir a
aceitagado do produto com relagéo & cor, aroma, sabor, textura e impresséo global. O
percentual de proteina condiciona diferentes concentragdes de extrato de soja o que
influi diretamente sobre as caracteristicas sensoriais do produto. Assim, a partir de um
determinado ponto, quanto maior a concentracdo de proteina _ ao que corresponde a
mais extrato de soja e menos polpa de péssegos _ menor a aceitacio da bebida pelos

consumidores.

Da mesma forma, o parametro quadratico da variavel independente aclcar teve
efeito negativo significativo (p < 0,05) sobre os atributos sensoriais avaliados, 4 excecdo
do aroma. Este comportamento indica que percentuais crescentes de aclcar, dentro da
faixa estudada, aumentariam a aceitagao da bebida em termos de cor, sabor, textura e
impressédo global, mas um aumento excessivo na concentragdo deste ingrediente

poderia diminuir esta resposta.
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O percentual de estabilizante mostrou efeito linear positivo significativo (p < 0,05)
sobre os atributos sensoriais, com excegao da impressao global. Assim, o aumento da
sua concentragéo de —1 para +1 (niveis codificados), que corresponde a um aumento
de 0,12 para 0,16%, aumenta a aceitacdo da bebida com relacao aqueles atributos,
dentro da faixa estudada. E aceitavel que um aumento excessivo no teor de
estabilizante na bebida tenha diminuido sua aceitagéo, principalmente em relacao a
textura e impresséo global _ demonstrado pelo efeito quadratico negativo significativo (p
< 0,03) _ considerando que este ingrediente aumenta marcadamente a viscosidade do

produto.

Em termos absolutos, o percentual de proteina foi o fator determinante da
aceitacdo da bebida em relagdo ao aroma, sabor e impressao global, possivelmente
devido a rejeigado que muitos dos provadores ainda pudessem ter ao aroma e sabor de
soja. O efeito relacionado ao teor de acticar, bastante elevado nos atributos sabor,
textura e impresséao global, indica que este ingrediente é importante na formulagéo de
bedidas de soja e que, em concentragédo adequada, da mesma forma que a adigédo de
estabilizante, aumenta a aceitabilidade com relagéo a estes atributos sensoriais. Yanes
et al. (2002), Wang et al. (2001) e Courregelongue et al. (1999) verificaram que a adicao
destes ingredientes ao extrato de soja mascara o sabor de feijao e a adstringéncia do
extrato de soja, aumentando sua aceitacao.

Mesmo com evidéncias, algumas cientificamente comprovadas, de que o
consumo de soja e dos produtos dela derivados traz inimeros efeitos benéficos a
saude, a maior aceitagdo destes produtos nos locais onde eles nao sdo habitualmente
consumidos tem estado associada a mistura com outros ingredientes e/ou aditivos que
mascaram as caracteristicas sensoriais que Ihes s&o préprias, especialmente o sabor e
aroma de “feijao”, o amargor e a adstringéncia (Casé et al., 2002; Chauhan et al., 1998:
Wang, 1997; Vieira, 1994; Chauhan et al., 1993; Rosario et al. 1985; Sousa et al, 1981;
Ferreira e Shirose, 1976). Entretanto, como pdde-se constatar neste estudo. a adicao
de polpa de fruta aumentou a aceitagao da bebida até um determinado ponto, ou seja, a

bebida mais aceita ndo corresponde a valores minimos de extrato de soja e maximos
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de polpa de péssegos e sim a valores intermediarios, 0 mesmo ocorrendo com os
teores de agucar e de estabilizante. Resultados semelhantes foram obtidos por
Espinosa et al. (2000), Chauhan et al. (1998) e Rosario ef al. (1985).

Na Tabela 7 estédo apresentados os modelos de regressao e os coeficientes de
determinagado para os atributos cor, aroma, sabor, textura e impressao global das
bebidas formuladas com extrato de soja e polpa de péssegos.

Tabela 7. Modelos de regressdo e coeficientes de -determinagao (R?) para 0s
parametros sensoriais da bebida & base de extrato de soja e polpa de péssegos

Modelo de Regresséo Rz_

Cor = 7,1475 - 0,3575P + 0,0522E + 0,0466A - 0,3354P? - 0,1340E2 0.86
- 0,1569A2 ’
Aroma = 6,2737 - 0,1699P + 0,0799E + 0,0355A - 0,0292P? + 0,0185A2 0,77
+ 0,0687P.A - 0,0487E.A
Sabor = 6,1816 + 0,1125E + 0,1641A - 0,3930P%— 0,2622A2 - 0,1987P.E 0,74
Textura = 6,4701 - 0,1333P +0,1770E - 0,0480A - 0,3165P2 - 0,3307E2 0.75
- 0,0903A2- 0,0575P.E - 0,1525P.A
Impresséao Global = 6,5364 + 0,0761A - 0,3732P? - 0,1665E2 - 0,2689A2 0,87
- 0,1825P.E + 0,075P.A

P : proteina;

E : estabilizante;

A : aclcar,;

R? : coeficiente de determinacso.

Conforme Tabela 7, os coeficientes de determinagao (R?) foram todos superiores
a 0,74, significando que os modelos de regressdo explicam pelo menos 74% da
variagdo dos dados observados. Coforme Khuri e Cornell (1996) o R?> mede a
propor¢éo da variagéo total da resposta que é explicada pelo modelo; desse modo,
quanto maior o R? (mais préximo de 1), melhor o modelo. Contudo, o ajuste de um
modelo envolvendo medidas de aceitagdo de consumidores pode apresentar
reconhecidas dificuldades em funcdo da variabilidade das respostas. Neste caso,

coeficientes de determinagdo maiores do que 0,20 sio considerados aceitaveis por
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alguns autores e s&o indicadores de tendéncia (Villarroel et al, 1999; Ressurreccion,
1998). Baseado nestas premissas, os coeficientes de determinacdo obtidos para os
modelos neste estudo, cujas varidveis dependentes sdo medidas sensoriais, s&o

considerados satisfatorios.

Nas Tabelas 1 a 5 do Apéndice sao apresentados os resultados das analises de
variancia (ANOVA), excluindo-se os fatores n&o significativos (p < 0,05) para todas as
variaveis estudadas. Em todos os casos, a regressao foi significativa (F calculado > F
tabelado), porém, a excegéo do atributo sabor, a falta de ajuste também foi significativa,
0 que se contrapéem a premissa de que a variagdo explicada pelo modelo é
significativamente maior que a variagdo nao explicada. Neste caso, Henika (1972)
sugere que se o quadrado médio para o erro experimental expressar valores
extremamente baixos os testes de significancia para a falta de ajuste devem ser
considerados irrelevantes. Assim, considerando-se que as médias nos pontos centrais
foram muito préximas e que o erro puro foi baixo (razdes para a falta de ajuste ter sido
alta), os modelos séo considerados adequados.

A adequagdo dos modelos de regressdo também péde ser evidenciada com
base nos desvios entre os valores estimados e os reais. Os resultados bastante baixos
obtidos no calculo dos desvios (Tabela 6 do Apéndice) indicam que os valores

observados estdo proximos do esperado.
Com base nos modelos gerados foram construidas superficies de contorno para

a aceitagdo da cor, aroma, sabor, textura e impresséo global da bebida formulada com
extrato proteico de soja e polpa de péssegos, as quais estio apresentadas na Figura 3.
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Figura 3. Superficies de contorno referentes as respostas sensoriais dos atributos: cor

(a), aroma (b), sabor (c), textura (d) e impresséo global (e), em funcéo de diferentes
concentragbes de proteina de soja e aglcar e 0,14% de estabilizante, utilizados na

formulagéo de bebida a base de extrato de soja e polpa de péssegos.
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Verifica-se pela Figura 3 que as maiores notas quanto a aceitacao da bebida em
termos de cor, sabor, textura e impressao global estdo na faixa compreendida entre os
valores de minimo (-1) e maximo (+1) estabelecida para teor de proteina e de aglcar,
que correspondeu a variagdo de 1,5 a 2,5% e de 8 a 12%, respectivamente, mantendo-

se o teor de estabilizante fixo no ponto central (0,14%).

Evidencia-se que quanto menor a quantidade de polpa de fruta _ e
consequentemente mais extrato de soja _ menor foi a aceitacdo da bebida em termos
de aroma. Porém, este atributo, como a cor, pode ser modificado adicionando-se
concentragbes de aromatizante (ou corante) que correspondam as caracteristicas da

fruta que esta sendo utilizada na formulacao.

Considerando-se a area de maior aceitagdo da bebida para os atributos
avaliados em torno do ponto central e levando-se em conta o objetivo principal deste
trabalho (obter uma bebida aceitavel e com teor protéico superior a de bebidas similares
existentes no mercado, a qual associe o valor nutritivo e as propriedades de saude da
soja), escolheu-se a formulagao que correspondeu a 10% de agucar, 2% de proteina e
0,14% de estabilizante para a caracterizagéo e estudos posteriores. A bebida formulada

com estes par@metros pode ser visualizada na Figura 4.

Bebida a base de
extrato de soja e
polpa de péssegos

Figura 4. Bebida formulada com extrato de grdos de soja (2% de proteina) e polpa de

péssegos, 10% de agucar e 0,14% de estabilizante.
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Na Tabela 8 é apresentada a composicao fisico-quimica da bebida a base de
extrato de soja e polpa de péssegos mais aceita sensorialmente, e das matérias-primas
que lhe deram origem (extrato de graos de soja e polpa de péssegos).

Tabela 8. Composigéo fisico-quimica do extrato obtido dos graos de soja, da polpa de
péssegos e da bebida formulada com a mistura de ambos

Bebida de soja
Determinacao E~xtrato de. PAolpa de e polpa deJ
graos de soja péssegos -
péssegos
Sélidos totais (%) 5,88 + 0,01° 11,42 + 0,08° 19,35 + 0,01°¢
Proteinas (%) 3,03 + 0,022 0,85+ 0,01° 2,23+0,01°
Lipidios (%) 0,89 + 0,022 0,04 + 0,00° 0,61 +0,00°
Cinzas (%) 0,23+ 0,012 0,49 + 0,01° 1,31 £ 0,00°
Fibra total (%) 0,07 £ 0,00 1,41+ 0,01 1,15+ 0,00
Fibra soluvel (%) nr 1,23 + 0,01 0,62 + 0,01
Fibra insolGvel (%) nr 0,18 + 0,01 0,53 + 0,01
Agucares totais (% glicose) nr 7,31 +£0,06 nr
Acucares redutores (% glicose) nr 2,62+0,13 nr
Sacarose (%) 0,12+ 0,00 nr 13,18 £ 0,00
Rafinose (%) 0,012 +£ 0,00 nr 0,016 + 0,00
Estaquiose (%) 0,064 + 0,00 nr 0,047 £ 0,00
Outros carboidratos (%)* 1,46 0,0 0,8
Sélidos soldveis (°Brix) 5,29 + 0,012 10,30 + 0,03° 15,60 + 0,00°
pH 6,60 + 0,082 4,05 +0,14° 4,04 +0,00°
Acidez (% em acido citrico) 0,06 + 0,002 0,47 +0,01° 0,40 + 0,00°
Acido ascérbico (mg/100mL) nd 40,07 £0,92° 11,06 + 0,54°

* Calculado por diferenga (Outros carboidratos = 100 — umidade ~ proteinas — lipidios — cinzas — fibra
total — sacarose - rafinose — estaquiose, onde umidade = 100 — sélidos totais)
nr: ndo realizado;

nd : ndo detectado;

Os valores correspondem a média de 2 (aglcares e fibras) e 6 repeticbes (demais determinacdes) +
estimativa de desvio padrao;

Médias em uma mesma linha que possuem letras distintas diferem significativamente entre si pelo teste
de Tukey (p < 0,05).

Péssegos da cultivar Aurora, embora sejam classificados como de mesa, tém
sido utilizados na fabricacdo de polpa, para fins industriais, devido a sua boa
disponibilidade no mercado e por apresentar caracteristicas interessantes do ponto de
vista sensorial, como sabor doce, baixa acidez e coloragcio amarela intensa (Medeiros e

Raseira, 1998). Nao foram encontrados na literatura dados relativos a composicao
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fisico-quimica desta cuitivar. Contudo, a caracterizagdo da polpa (Tabela 8)
acompanhou os valores médios abordados por Franco (1986) para péssegos.

A comparagao da composicdo aproximada do extrato obtido de grdos de soja
com a polpa de péssegos (Tabela 8) mostra que o extrato € uma excelente fonte de
proteina e gordura, enquanto a polpa é fonte de aclicares, fibras e acido ascorbico.
Produtos obtidos da mistura de soja com frutas mostram-se uma excelente alternativa
de aproveitamento e utilizac&o destas matérias-primas pois origina alimentos com valor
nutritivo agregado e com caracteristicas sensoriais sensivelmente melhoradas, além

das propriedades de saude inerentes (Chauhan, 1998).

A bebida formulada (Tabela 8) apresentou todos os constituintes identificados no
extrato de soja e na polpa de péssegos com teores proporcionalmente correspondentes
as matérias-primas que a originaram, considerados os teores de cinzas, fibras e

acucares provenientes da adicdo de sacarose e estabilizante.

Os oligossacarideos presentes no extrato mantiveram-se na bebida. Estes
agucares, considerado o aspecto negativo de flatuléncia pela ingestao de produtos de
soja (lda et al.,, 1981; Rackis et al., 1970), atualmente, tém sido assinalados como
positivos pela associagdo com o aumento das bactérias bifidogénicas no intestino, das
quais podem resultar inumeros beneficios fisiolégicos, como a reducédo da microbiota
nociva, agdo como fibra dietética, atividade anticarcinogénica e reducdo dos niveis
séricos de lipideos (Cummings e MacFarlane, 2002; Marteau e Boutron-Ruault, 2002;
Gibson et al., 1994; Mitsuoka, 1978). De acordo com Tomomatsu (1994) a dose diaria
efetiva de oligossacarideos da soja na forma pura para estes efeitos benéficos & de 2g.
Entretanto, os resultados da estimulagdo das bifidobactérias por diferentes doses de
oligossacarideos ainda nao séo conclusivos, devido as inUmeras variaveis envolvidas,
bem como a complexidade das reagbes passiveis de ocorrerem no intestino humano,
juntamente com a microbiota residente no coélon, cujo comportamento pode ser
diferente na utilizagcdo destes e de outros actcares e de outras substéncias ingeridas
(Nitschke e Umbelino, 2002; Tamine et al., 1995; Gibson et al., 1994; Modler, 1994).
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O perfil de aminoacidos do extrato elaborado com grdos de soja e da bebida
formulada a partir deste extrato e polpa de péssegos é mostrado na Tabela 9.

Tabela 9. Composicdo em aminoacidos do extrato obtido de graos de soja e da bebida
formulada com este extrato e polpa de péssegos

Aminoacidos Extrato de grios de soja Bebida de soja e polpa de

(g/16g de nitrogénio) péssegos
Essenciais
Fenilalanina e tirosina 489e277 455e 1,82
Isoleucina 3,81 3,64
Leucina 7,00 6,17
Lisina 5,78 5,16
Metionina e cistina 1,01 e 1,36 0,20 e 0,81
Treonina 3,31 2,93
Triptofano nd nd
Valina 3,97 3,84
N&ao essenciais
Ac. Aspartico 10,32 13,66
Ac. Glutamico 18,03 17,70
Alanina 3,95 4,05
Arginina 4,82 5,16
Glicina 3,92 - 3,44
Histidina 2,21 1,92
Prolina 4,61 5,46
Serina 4 37 4 65
Amonia 1,13 1,92

nd : ndo detectado.

Conforme Tabela 9, a bebida apresentou menor teor de aminoacidos essenciais
e maior de ndo-essenciais, comparativamente ao extrato de soja. Dentre as perdas
observadas, destaca-se a redugdo no teor de metionina, considerado um aminoéacido
limitante na soja (Liu, 1999; Morais e Silva, 1996; Wang, 1986; Turatti ef al.,1979; Lam-
Séanchez, 1978; Sikka ef al., 1978) e que pode ser degradado em funcao do tratamento
térmico (Chauhan et al, 1998). Por outro lado, a adicdo de polpa de péssegos
promoveu um ligeiro incremento nos percentuais de acido aspartico, alanina e serina,

aminoacidos predominantes nesta fruta (Fuchs ef al., 1992).
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Comparando-se com o padrdo da FAO (FAO, 1973), a excegéo dos aminoacidos
aromaticos (fenilalanina e tirosina) que superam o padréo estabelecido, e dos
sulfurados que s&o limitantes, os demais aminoacidos essenciais avaliados na bebida
corresponderam de 73 a 91% do padrao. No extrato, os aminoacidos sulfurados,
somados a treonina e valina corresponderam, respectivamente, a 68, 83 e 79% do
padrao da FAO.

Muitos dos efeitos benéficos relacionados a soja na prevencéo e manutencéo da
saude tém sido atribuidos aos fitoquimicos biologicamente ativos, principalmente as
isoflavonas, em razdo de sua atividade estrogénica, antioxidante, anti-hemolitica,
antitumoral, antifingica e bactericida (Halbe et al, 1999; Miyazawa et al., 1999;
Sadowska-Krowicka et al., 1998; Knight e Eden, 1996; Wu et al,, 1992: Naim et al.,
1974). Enfase tem sido dada a relacéo entre a ingestdo destes compostos e a baixa
incidéncia de alguns tipos de cancer, doencgas cardiovasculares e sintomas da pos-
menopausa (Chang et al., 2000; Anthony et al., 1997; Wilcox e Blumenthal, 1995).

Tabela 10. Teor de isoflavonas do extrato obtido de grdos de soja e da bebida

formulada com este extrato e polpa de péssegos

Isoflavonas (mg/100g de amostra  Extrato de graos de Bebida de soja e

seca) soja poipa de péssegos
Daidzina 53,02 + 0,35 8,96 £ 0,13
Genistina 95,79 £ 0,32 15,80 + 0,01
Malonil-daidzina 24,42 + 0,15 1,90 + 0,05
Malonil-genistina 4475 + 0,25 13,90 + 0,01
Daidzeina 3,12+ 0,04 1,30 £ 0,01
Genisteina 4,55+ 0,01 2,50+ 0,01
Teor total de isoflavonas 225,65 44 36

Os valores correspondem & média de 2 repeticdes + estimativa de desvio padrao.
Observa-se na Tabela 10 que a bebida apresentou teor de isoflavonas em torno

de 5 vezes menor que o extrato, contudo, quando a relagao foi feita em funcao do teor

protéico, verficou-se que praticamente ndo existem diferengas. Alguns autores tém
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relacionado as isoflavonas associadamente as proteinas de soja (Genovese e Lajolo,
2002; Wang e Murphy, 1996; Murphy, 1982).

A distribuicao das fracdes de isoflavonas apresentou diferenga marcante entre o
extrato e a bebida. A relagdo B-glicosideos:malonil-glicosideos:agliconas passou de
aproximadamente 66:31:3 no extrato de soja para 56:35:9 na bebida. Embora estudos
realizados indiqguem uma grande variabilidade no contelido e distribuicdo das
isoflavonas entre os diferentes produtos oriundos da soja (Nakamura et al., 2000:;
Franke et al., 1999; Wang e Murphy, 1994), na literatura consultada nao foram
encontrados resultados relativos as modificacdes de isoflavonas do extrato de soja
quando o mesmo € utilizado na elaboragdo de bebidas. Verifica-se que a fragdo
aglicona aumentou, provavelmente pela hidrélise dos B-glicosideos em fungédo do
tratamento térmico como tem sido relatado na literatura (Barnes et al., 1994; Wang e
Murphy, 1994). O ligeiro aumento da fragao malonil-glicosidica verificado na bebida
pode ser atribuido a variabilidade inerente ac método analitico. Entretanto, em face da
complexidade da formulagéo da bebida, deve-se considerar também provavel rearranjo
das moléculas de isoflavonas e/ou a ocorréncia de reagbes quimicas com outras

substancias.

A concentragéo final de genisteina na bebida (em base seca) nao foi muito
inferior ao encontrado no extrato de soja que lhe deu origem. Comparativamente as
outras isoflavonas determinadas, essa relagao foi menor. Este comportamento e aquele
observado nas fragbes, sugerem uma revisdo no método analitico aplicado na
determinacéo de isoflavonas em produtos derivados de soja, bem como a influéncia da

solubilidade especifica de cada fragao na sua determinacao.

De acordo com os resultados obtidos, a quantidade de isoflavonas totais
presentes na bebida a base de extrato de soja e polpa de péssegos foi de 85,8mg/L,
valor muito superior aquele presente em bebidas similares disponiveis no mercado de
22,2mg/L (Genovese e Lajolo, 2002). Considerada a variabilidade inerente as matérias-

primas utilizadas nas respectivas formulagoes, a diferenca marcante verificada no teor
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de isoflavonas confirma a hipotese sugerida por Genovese e Lajolo (2002), Wang e
Murphy (1996) e Murphy (1982), de que estes compostos estdo associados ao teor
protéico de 2,23%, para a bebida elaborada neste estudo (Tabela 8), e de 0,6%, na

bebida comercial analisada por aqueles autores.

Pelos resultados apresentados, fica evidenciado que bebidas formuiadas com
extrato de soja e polpa de péssegos (ou outras frutas), em percentuais protéicos mais
elevados, sdo importantes fontes de isoflavonas na dieta, associando incremento na
aceitagdo sensorial. O consumo de 250mL da bebida formulada neste estudo,
correspondendo a 21,5mg de isoflavonas, estando préxima da ingestdo média diaria de
japoneses estimada por Nakamura (2000) em 27,8mg,

114



Capitulo 3

4. Conclusodes

As bebidas formuladas com extrato de soja e polpa de péssegos, aclcar e
estabilizante, diferenciaram-se marcadamente quanto aos parametros fisico-quimicos
sdlidos soluveis, acidez, cor e viscosidade, sendo a faixa de teores de proteina de soja
estudada (1,5 a 2,5%) predominante em relacdo as demais variaveis (aclcar e

estabilizante).

Dos parametros fisico-quimicos estudados, a viscosidade aparente das bebidas
foi o mais influenciado, em ordem decrescente, pelas variaveis percentual de proteina
de soja, estabilzante e aglicar. O aumento da temperatura de 4 para 25°C diminuiu a

viscosidade aparente.

As variaveis estudadas mostraram efeito significativo (p < 0,05) sobre a
aceitabilidade da bebida. O percentual de proteina de soja utilizado na formulacao foi o
fator determinante da aceitagao, considerando os atributos cor, aroma, sabor, textura e
impresséo global. O percentual de estabilizante teve maior efeito sobre os atributos
textura e impresséo global, enquanto que o percentual de aglcar foi mais efetivo em

relagcdo ao sabor e a impressao global das bebidas.

A maior aceitabilidade sensorial dentre as bebidas formuladas, foi pela bebida
formulada com extrato de soja contendo 2% de proteina, polpa de péssegos, 10% de
agucar e 0,14% de estabilizante, correspondente ao ponto central do planejamento

experimental fatorial completo.

A bebida mais aceita sensorialmente manteve todos os constituintes da
composigao fisico-quimica da matéria-prima original (extrato de soja e polpa de
péssegos), mantendo, proporcionalmente, os teores de oligossacarideos e de
isoflavonas. Esta bebida foi escolhida para continuidade dos estudos relativamente a

verificagdo da sua utilizacdo como alimento funcional.
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APENDICE

Tabela 1. Andlise de variancia do modelo ajustado para o atributo cor das bebidas

elaboradas com extrato de soja e polpa de péssegos

Fonte de Soma Graus de Média F F
variagao Quadratica Liberdade Quadratica calculado tabelado (5%)
Regressao 3,3678 6 0,5613 11,4551 3,09
Residuo 0,5387 11 0,0490
Falta de Ajuste 0,5325 8 0,0666 33,3000 8,85
Erro Puro 0,0061 3 0,0020
Total 3,9065 17

Valores em negrito apresentam-se significativos ao nivel de 95% de confianga (p < 0,05).

Tabela 2. Analise de varidncia do modelo ajustado para o atributo aroma das bebidas

elaboradas com extrato de soja e polpa de péssegos

Fonte de Soma Graus de Média F F
variagao Quadratica Liberdade Quadratica calculado tabelado (5%)
Regressao 0,5743 7 0,0820 4,7953 3,14
Residuo 0,1712 10 0,0171
Falta de Ajuste 0,1703 7 0,0243 81,0000 8,89
Erro Puro 0,000875 3 0,0003
Total 0,7454 17

Valores em negrito apresentam-se significativos ao nivel de 95% de confianga (p < 0,05).

Tabela 3. Analise de variancia do modelo ajustado para o atributo sabor das bebidas

elaboradas com extrato de soja e polpa de péssegos

Fonte de Soma Graus de Média F F
variagdo Quadratica Liberdade Quadratica  calculado  tabelado (5%)
Regressao 3,4150 5 0,6830 6,9622 3,11
Residuo 1,1774 12 0,0981
Falta de 1,1313 9 0,1257 8,1623 8,81
Ajuste
Erro Puro 0,0461 3 0,0154
Total 45924 17

Valores em negrito apresentam-se significativos ao nivel de 95% de confianga (p < 0,05).
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Tabela 4. Andlise de variancia do modelo ajustado para o atributo textura das bebidas
elaboradas com extrato de soja e polpa de péssegos

Fonte de Soma Graus de Média F F
variagao Quadratica Liberdade Quadratica  calculado  tabelado (5%)
Regressao 3,1132 8 0,3891 3,4282 3,23
Residuo 1,0211 9 0,1135
Falta de Ajuste 1,0138 6 0,1690 70,4167 8,94
Erro Puro 0,0073 3 0,0024
Total 4,1343 17

Valores em negrito apresentam-se significativos ao nivel de 95% de confiancga (p < 0,05).

Tabela 5. Anélise de variadncia do modelo ajustado para o atributo impresséo global das
bebidas elaboradas com extrato de soja € polpa de péssegos

Fonte de Soma Graus de Média F F
variagao Quadratica Liberdade Quadratica  calculado ta(b;}a;io
Regresséao 2,6764 6 0,4461 12,6733 3,09
Residuo 0,3877 11 0,0352
Falta de Ajuste 0,3811 8 0,0476 21,6364 8,85
Erro Puro 0,0066 3 0,0022
Total 3,0642 17

Valores em negrito apresentam-se significativos ao nivel de 95% de confianca (p < 0,05).
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Tabela 6. Desvios dos dados reais em relagdo aos calculados pelos modelos de

regressao para os atributos sensoriais de bebida elaborada com extrato de soja e polpa

de péssegos

Formulag¢ao Cor Aroma Sabor Textura Img Ir essao
obal
1 -0,15 -1,78 -2,04 -0,67 0,28
2 -0,15 2,11 -7,47 -1,98 -5,87
3 1,22 1,08 -9,32 0,73 -3,31
4 -1,98 -1,50 -0,12 7,51 1,21
5 -1,53 -0,03 -10,23 -4.86 -2,90
6 -5,27 -2,65 4,52 3,13 1,60
7 -0,84 -3,44 0,14 4,69 3,25
8 0,27 0,29 0,46 4,03 -2.,45
9 -0,76 1,43 7,98 1,21 1,07
10 575 0,09 -0,60 -7,23 1,60
11 4,97 1,14 1,60 443 4,33
12 -0,83 1,72 -0,80 -10,05 -2,11
13 1,85 -4,44 7,79 -2,03 3,46
14 2,28 2,51 -0,46 -2,75 -0,92
15 0,31 -0,70 -1,67 -0,78 -0,87
16 -0,11 -0,38 1,41 0,15 -0,41
17 -1,10 -0,22 2,96 1,07 0,81
18 0,17 -0,06 1,88 0,31 0,06
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Capitulo 4

1. Introdugao

O Brasil apresenta um grande potencial na area de alimentos funcionais
considerando a disponibilidade e a diversidade de fontes naturais ainda inexploradas. A
soja, cuja produgéo no pais aumenta anualmente, é considerada uma das fontes de
alimentos funcionais de maior relevancia por apresentar componentes que,
comprovadamente, contribuem para a melhoria da saide humana, além dos fatores

nutricionais inerentes.

Estudos epidemiologicos e clinicos tém mostrado que populagbes cuja dieta
diaria inclui soja e produtos derivados apresentam baixa incidéncia de alguns tipos de
cancer e de doencas cardiovasculares quando comparadas a populagdes que

consomem pequenas quantidades de proteina de soja (Messina et al., 1994).

As propriedades anticolesterolémica e antiaterogénica da soja tém sido relatadas
por diversos autores (Maranhdo, 2001; Njoku et al, 1999; Goldberg et al., 1982).
Contudo, os mecanismos pelos quais a soja controla as concentragdes lipidicas no
sangue ainda nao estéo bem elucidados, bem como os componentes responsaveis por
esta agéo. Os principais mecanismos da soja propostos como envolvidos nos efeitos
cardioprotetores incluem aumento da excregdo de colesterol e acidos biliares pelas
fezes; alteragdo do metabolismo hepatico, com aumento da atividade dos receptores
hepaticos da lipoproteina de baixa densidade (LDL); e aumento na atividade da HMG-
CoA redutase (hidroximetil glutaril coenzima A), induzindo a re-sintese do colesterol,
associado com o incremento na taxa de excrecéo fecal de acidos biliares e esterdides
neutros (Waggle e Potter, 2000; Kurzer e Xu, 1997; Forsythe, 1995; Potter, 1995).

Os efeitos benéficos da soja tém sido atribuidos principalmente as isoflavonas.
Evidéncias obtidas em estudos experimentais e in vitro indicam que as isoflavonas
apresentam efeitos relevantes, diretos e indiretos, hormonais e ndo hormonais, para a
prevengao das doengas cadiovasculares, influenciando na regulagéo dos receptores de

LDL e/ou na inibicao da sintese do colesterol endogeno e na formacao de ateromas. As
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isoflavonas genisteina e daidzeina apresentam atividade antioxidante, estrogénica e
inibidora da agregacéo plaquetaria. A genisteina inibe a adesividade celular, altera a
atividade de fatores de crescimento e inibe a migragdo e proliferacdo de células
musculares lisas que participam na formacéao da leséo aterosclerética. Estes efeitos sao
mediados pela inibigao de tirosina quinases, envolvidas em diversas vias de transdugéo
celular. As isoflavonas também inibem a oxidagao da LDL, principal componente lipidico
encontrado nos ateromas (Jenkins et al., 2000; Yamakoshi et al., 2000; Schoene e
Guidry, 1999; Kirk et al.,1998; Nogowisk et al., 1998; Setchell, 1998; Tham et al, 1998).

Alguns autores questionam a agado isolada das isoflavonas baseados nas
quantidades minimas destes compostos identificadas em alguns produtos de soja com
efeito hipocolesterolémico comprovado e postulam a existéncia de efeitos adicionais
e/ou sinergistas entre os diferentes compostos bioativos da soja, potencializando sua
acao em modular respostas metabdlicas. Outros componentes da soja como lipideos,
oligossacarideos, minerais, fibras e principalmente proteinas, tém sido relacionados
direta ou indiretamente & sua agéo como alimento funcional (Clarkson, 2002; Tonstad et
al., 2002; Takatsuka et al., 2000; Sirtori et al, 1999; Potter, 1995; Raaij et al. 1981).

~ As constatacdes dos efeitos benéficos da soja culminaram com a recomendacao
da Food and Drug Administration (FDA, 1999) do uso de 25¢g por dia de proteina de
soja, associado a uma dieta deficiente em gorduras saturadas e colesterol, para a
obtengdo do efeito de prevengdo de doencas cardiovasculares. No entanto, este
parametro néo pode ser considerado definitivo em vista dos inUmeros resultados
positivos obtidos com percentuais menores de proteina de soja no tratamento da

hipercolesterolemia, principal fator envolvido nesta enfermidade.

O objetivo deste trabalho foi estudar a bebida formulada com extrato de soja e
polpa de péssegos quanto aos aspectos relacionados ao controle da
hipercolesterolemia e ao desenvolvimento de lesdes aterosclerdticas, associado aos
efeitos sobre o crescimento de bactérias bifidogénicas do célon, utilizando-se coelhos
como modelo experimental.
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2. Material e métodos

2.1. Bebida teste

Foi utilizada a bebida obtida no experimento anterior (Capitulo 3), formulada com

extrato obtido de gréos de soja e polpa de péssegos (2% de proteina de soja), 10% de

acucar (sacarose comercial) e 0,14% de estabilizante (pectina citrica).

No decorrer do texto sera utilizado o termo “bebida” para fazer referéncia a

bebida testada.

Na Tabela 1 € apresentada a composicao fisico-quimica, o perfil de aminoacidos

e de isoflavonas da bebida utilizada neste estudo.

Tabela 1. Composigao fisico-quimica, perfil de aminoacidos e de isoflavonas de bebida

formulada com extrato obtido de graos de soja e polpa de péssegos

Determinacao

Bebida de graos de soja e polpa de

péssegos
Soélidos totais (%) 19,35 + 0,01
Proteinas (%) 2,23+0,01
Lipideos (%) 0,61+0,00
Cinzas (%) 1,31 +0,00
Fibra total (%) 1,15+ 0,00
Fibra soluvel (%) 0,62 + 0,01
Fibra insoltvel (%) 0,53 + 0,01
Sacarose (%) 13,18 £ 0,00
Rafinose (%) 0,016 £ 0,00
Estaquiose (%) 0,047 £ 0,00
Outros carboidratos (%)* 0,8
Sélidos soluveis (°Brix) 15,60 + 0,00
pH 4,04 + 0,00
Acidez (% em &acido citrico) 0,40 + 0,00
Acido ascérbico (mg/100mL) 11,06 + 0,54
Aminoacidos (g/16g de nitrogénio)
Essenciais
Fenilalanina e tirosina 4,55¢e 1,82
Isoleucina 3,64
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Continuacdo da Tabela 1...

Determinacgio

Bebida de graos de soja e polpa de

péssegos
Leucina 6,17
Lisina 5,16
Metionina e cistina 0,20 e 0,81
Treonina 2,93
Triptofano nd
Valina 3,84
Nao essenciais
Acido Aspartico 13,66
Acido Glutamico 17,70
Alanina 4,05
Arginina 5,16
Glicina 3,44
Histidina 1,92
Prolina 5,46
Serina 4,65
Amonia 1,02
Isoflavonas (mg/100g de amostra seca)
Daidzina 8,96 + 0,13
Genistina 15,80 £ 0,01
Malonil-daidzina 1,90 + 0,05
Malonil-genistina 13,90 £ 0,01
Daidzeina 1,30 + 0,01
Genisteina 2,50 £ 0,01
Teor total de isoflavonas 44 36

* Calculado por diferenca (Outros carboidratos = 100 — umidade — proteinas — lipidecs ~ cinzas - fibra

total - sacarose — rafinose — estaquiose, onde umidade = 100 ~ sdlidos totais);

nd : ndo detectado;

Os valores correspondem a média de 2 (aglcares, fibras, aminoacidos e isoflavonas) e 6 repeticdes

(demais determinacdes) + estimativa de desvio padrao.

2.2. Ensaio biolégico

O estudo foi conduzido na Divisdo de Farmacologia e Toxicologia do Centro

Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biolégicas e Agricolas da Universidade

Estadual de Campinas (SP), utilizando-se 24 coelhos jovens (Oryctolagus cuniculus),

machos, da raca Nova Zelandia, com pesos variando entre 2,0 e 2,5Kg, mantidos em

gaiolas metalicas individuais durante todo o experimento.
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O ensaio biologico foi executado num periodo de 225 dias, dividido em duas
fases. A primeira fase (Fase 1) correspondeu a 105 dias de estudo, utilizando animais
submetidos as seguintes dietas: com e sem indugéo de hipercolesterolemia e com e
sem administracdo da bebida a base de extrato de soja e polpa de péssegos. Na
segunda fase (Fase 2) de 120 dias, procedeu-se a troca das dietas entre os animais
remanescentes dos grupos induzidos a hipercolesterolemia (Fase 1).

Foram formados 4 ensaios para a Fase 1 com animais adaptados as condigcées
ambientais de estudo por uma semana, os quais foram divididos aleatoriamente em 4
grupos de 6 coelhos cada, descritos abaixo:

e Grupo A: animais alimentados com 100g diarias de ragédo comercial (grupo
controle);

e Grupo B: animais alimentados com 100g diarias de ragao comercial enriquecida
com 0,2% de colesterol;

e Grupo C: animais alimentados com 100g diarias de ragao comercial e 50mL da
bebida;

e Grupo D: animais alimentados com 100g diarias de ragao comercial enriquecida
com 0,2% de colesterol e 50mL da bebida.

Em todos os casos, o acesso a agua era livre e a racdo fornecida era propria
para a espécie (DuCoelho, Ragdes Anhanguera, SP), com composicao quimica
aproximada, segundo o fabricante, de 12% de umidade, 17% de proteina, 2% de

extrato etéreo, 12% de fibras e 12% de minerais, enriquecida com vitaminas.
A dieta hipercolesterolémica foi preparada dissolvendo-se colesterol em po

(Dolder, Suica) em etanol, a temperatura de 60°C, com a incorporagéo imediata a racéo

e evaporag¢ao do etanol.
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A bebida foi administrada aos coelhos diariamente pela manha, em torno das 8
horas, em potes de cerdmica, previamente ao fornecimento da racao, condicionando-se

os animais ao consumo de 50mL da bebida para terem acesso a raczo.

A Fase 2 correspondeu a 120 dias de estudo, seqiienciais a Fase 1 (sem
interrupg&o). Nos primeiros 15 dias da Fase 2 ocorreu a adaptagéo dos animais para a
dieta alterada, tendo-se compensado este periodo ao final do ensaio. Foram utilizados
os animais remanescentes dos grupos B e D da Fase 1 (3 animais em cada grupo)
procedendo-se a inversdo das dietas entre eles; ja as dietas dos animais restantes dos
Grupos A e C foram mantidas, constituindo os grupos abaixo:

* Grupo A: animais alimentados com 100g diarias de racdo comercial (grupo
controle);

e Grupo B: animais alimentados com 100g diarias de racdo comercial enriquecida
com 0,2% de colesterol e 50mL da bebida, apés dieta de 105 dias a base de
ragcao comercial enriquecida com 0,2% de colesterol;

» Grupo C: animais alimentados com 100g diarias de racdo comercial e 50mL da
bebida;

* Grupo D: animais alimentados com 100g diarias de ragdo comercial enriquecida
com 0,2% de colesterol, apoés dieta de 105 dias & base de racdo comercial
enriquecida com 0,2% de colesterol e 50mL da bebida.

2.3. Determinagodes bioquimicas

Foram realizadas as determinagdes de colesterol total, HDL-colesterol,
triacilglicerideos e glicose, segundo método enzimatico-colorimétrico (Laborlab®),

especifico para cada item, no sangue dos animais estudados.

A coleta de sangue nos coelhos foi feita no inicio do estudo (controle basal) e
quinzenalmente, durante os 105 dias (Fase 1) e 120 dias seqienciais (Fase 2). O

sangue foi coletado da veia marginal da orelha do animal, apés jejum de 16 horas. O
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local da puncdo era lavado, depilado, desinfetado com 4&lcool, anestesiado com
lidocaina em pomada, aplicando-se substancia vasodilatadora (xilol) para facilitar o

fluxo sanguineo.

O sangue coletado de cada animal foi centrifugado a 302g por 15 minutos, a
temperatura de 4°C, para a obtencdo do soro a ser analisado.

A variagéo do peso corporal dos animais foi monitorada semanalmente.

2.4. Coleta da artéria aorta

Ao final da Fase 1 (105 dias), dois animais de cada grupo foram sacrificados
para a retirada da artéria aorta e posterior determinacao de colesterol (quantitativa) e de
placas lipidicas (qualitativa). Para tal, os coelhos foram anestesiados
intramuscularmente com uma mistura de 1,0mL/kg peso vivo de quetamina (Virbac, Séo
Paulo) e 0,6mL/kg peso vivo de xilasina (Coopers, S&o Paulo). Apdés um tempo médio
de espera de 5 minutos, procedeu-se ao corte da jugular do animal, seguido de
esgotamento do sangue e abertura do térax para retirada da aorta. Esta era retirada
cuidadosamente, secionada na porgéo toracica em 2 segmentos de aproximadamente
2cm de comprimento cada, e submetida a retirada do excesso de tecido adventicio. O
segmento superior da artéria foi utilizado na determinagdo planimétrica de placas
lipidicas e, o segmento imediatamente inferior, na determinagdo cromatogréafica de

colesterol total.

2.5. Determinacéao planimétrica de placas lipidicas na artéria aorta

A determinacg&o planimétrica de placas lipidicas foi feita segmentando-se a aorta
longitudinalmente, expondo-se a parte interna dos vasos e fixando-os em solucéo de
formol-caicio (Formol 15%, CaCl 3%). Apés 24h de fixagao, foram lavados com solugéo
tamp&o (PBS 0,05M, pH 7,4) e submetidos a coloragéo para lipideos totais, utilizando-

se corante oil-red O, na seguinte ordem de procedimentos: 1) lavagem em alcool
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isopropilico 60%; 2) coloragdo em solugéo supersaturada de corante oil-red O em alcool
isopropilico 60%; 3) lavagem em alcool isopropilico a 60%, por 3 vezes (5 minutos
cada), para retirar o excesso de corante; 4) lavagem em solucéo tampao (PBS 0,05M,
pH 7.,4).

Os segmentos das aortas de coelhos submetidos a coloracao de oil-red O foram
montados em laminas de vidro, em meio com glicerol tamponado, e fotografados em
diapositivos, utilizando-se microscopio estereoscépico (SZ-PT/Olympus) com magquina
fotografica (PMC35DX/Olympus) acoplada. As imagens foram digitalizadas com cadmera
digital (Coolpix 950/Nikon) e transferidas para o computador, onde as areas com placas
lipidicas foram medidas e relacionadas percentualmente as areas totais dos segmentos
das aortas, através do programa Image-Pro Plus 4.1.0.0 (Media Cybernetics).

2.6. Determinacgao cromatografica de colesterol total na aorta

A determinagao do teor de colesterol total nos segmentos das aortas dos coelhos
seguiu a metodologia descrita por Nogueira e Bragagnolo (2002). O colesterol foi
extraido de 0,1 a 0,3g de artéria, pela adigio de 4 mL de solugao aquosa de KOH 50%
e 6mL de alcool etilico, em banho-maria sob agitacdo a 40°C, até completa
solubilizagdo das amostras, mantendo-se, na seqiiéncia, por mais 10 minutos a 60°C.
Ao material resfriado foram acrescentados 5mL de agua destilada e 10mL de hexano,
seguido de agitagéo em vortex e separagao das fases, repetindo-se esta operagao por
duas vezes. 10mL do extrato de hexano, adicionado de 0,504mg de solucao de 6-
cetocolestanol (utilizado como padrao interno), foram secos com N,, dissolvidos em
1mL de fase moével e analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
As condigcbes cromatograficas foram: coluna Cqs (100mm x 4.6mm x 4um),
acetonitrila:isopropanol (85:15) como fase mével, vazdao 2,0mL/min e detector UV-
Visivel a 210nm. A identificagcdo do colesterol foi realizada através de comparagao do

tempo de retengéo das amostras com o padréo interno.
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2.7. Avaliagao microbiolégica nas fezes

A avaliagdo microbiolégica compreendeu a enumeracgio de bifidobactérias nas
fezes dos animais, conforme metodologia descrita por Gibson et al. (1994), utilizando-se
o meio seletivo Reinforced Clostridial Agar (Oxoid) acrescido das seguintes substancias
inibidoras de microrganismos competidores: iodoacetato (0,01205mg/L), acido nalidixico
(0,02 mg/L), kanamicina (0,05 mg/L) e polimixina B sulfato (0,009 mg/L). 0 material de
analise foi incubado em jarras herméticas com gerador para anaerobiose, por 72 horas
a 37°C. Ao final deste periodo era feita a contagem das colénias diretamente nas
placas com auxilio de contador de col6nias.

As fezes dos animais para a avaliagdo microbioldgica eram coletadas ao inicio
(controle basal) e em intervalos de quinze dias durante 225 dias (Fases 1 e 2), através
de telas de nylon colocadas sob as gaiolas. As fezes eram acondicionadas em
recipientes estéreis e levadas imediatamente para andlise microbiolégica, mantendo-as
sob refrigeragao durante o transporte e o tempo de espera para inoculagéo (maximo 6

horas).

Para a confirmacdo da ocorréncia das bifidobactérias nas fezes dos coelhos
procedeu-se ao isolamento destes microrganismos utilizando as placas ja inoculadas.
Coldnias foram transferidas das placas para o caldo Lactobacilli MRS (Difco) em tubos
de ensaio e incubadas anaerobicamente a 37°C por 72h. Destes tubos, as colénias
foram repicadas para o meio seletivo Reinforced Clostridial Medium (Oxoid) acrescido
das substancias inibidoras para microrganimos competidores (descritas anteriormente)

e novamente incubadas nas mesmas condicoes.
As colbnias isoladas foram colocadas em laminas de vidro, sob coloracdo de

Gram e fotografadas em microscépio (BX40/Olympus) com sistema de foto-micrografia
(PMC35B/Olympus).
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2.8. Analise estatistica

A analise estatistica dos resultados do ensaio biolégico compreendeu o estudo
do efeito de cada tratamento ao longo do tempo, pela aplicacdo do teste de Wilcoxon
Signed Rank e as diferengas entre tratamentos verificadas pelo teste de Krushkall-
Wallis (Conover, 1999); neste caso, quando constatadas diferengas significativas entre
0s grupos, procedeu-se a analise de comparacgédo muiltipla. Os dados foram analisados
pelo programa SAS (SAS Institute, 1993) ao nivel de significancia estatistica de 95%.

Como existia uma forte dependéncia das avaliacées realizadas ao longo do
tempo, nao foram utilizados os valores das avaliacdes obtidos em cada quinzena para
realizacdo da comparagdo. Para cada unidade experimental (coelho) foi obtida a
regressao linear do valor da variavel de interesse, em fungéo dos 8 momentos (datas)
de analise da Fase 1. Com os valores dos coeficientes anguiares calculados
individualmente, obteve-se, entao, o coeficiente angular médio para cada grupo, com os

quais realizou-se os testes estatisticos.
O tamanho amostral (nimero de animais) em cada grupo (n = 6), permitiu a

realizagao de analise estatistica comparativa apenas dos resultados dos ensaios da
Fase 1.
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3. Resultados e discussiao

Nas Figuras 1 e 2 e Tabela 1 (Apéndice), Figuras 3 e 4 e Tabela 2 (Apéndice),
Figuras 5 e 6 e Tabela 3 (Apéndice), Figuras 7 e 8 e Tabela 4 (Apéndice), Figuras 9 e
10 e Tabela 5 (Apéndice), Figuras 11 e 12 e Tabela 6 (Apéndice) sdo mostrados,
respectivamente, o comportamento (Figuras) e os niveis (Tabelas do Apéndice) de
colesterol total, HDL-colesterol, triacilglicerideos e glicose sanguineos, a evolugao do
peso corporal e a contagem de bifidobactérias nas fezes dos coelhos submetidos as
diferentes dietas, durante 105 dias (Fase 1) e 120 dias (Fase 2), totalizando 225 dias de
estudo. Os graficos de linha representam as médias dos valores das variaveis
estudadas para cada grupo, em cada quinzena, ao longo do ensaio. Os graficos em
boxplot representam a média, o desvio padrao e o percentil (75%) de cada grupo, ao
inicio e ao final de cada fase (0 e 105 dias da Fase 1) (120 e 225 dias da Fase 2).

Os resultados da Fase 2 referem-se a segunda etapa do experimento, onde
foram trocadas as dietas dos coelhos remanescentes dos Grupos B e D da etapa
anterior (Fase 1). Desta forma, buscou-se comprovar a eficacia da bebida formulada
com extrato de soja e polpa de péssegos no controle da hipercolesterolemia,
submetendo-se animais tratados durante 105 dias com dieta a base de rago comercial
e colesterol (0,2%), & mesma dieta suplementada com a bebida, em igual periodo. Da
mesma forma, retirou-se a bebida da dieta daqueles animais que a consumiram durante

105 dias juntamente com ragéo e colesterol (0,2%).
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Fase 1 e 2/ Grupo A (animais alimentados com 100g diarias de raco comercial); Fase 1 / Grupo B (animais
alimentados com 100g diarias de ragio comercial enriquecida com 0,2% de colesterol); Fase 2 / Grupo B (animais
alimentados com 100g diarias de ragao comercial enriquecida com 0,2% de colesterol e 50mL da bebida a base de
extrato de soja e polpa de péssegos); Fase 1 e 2 / Grupo C (animais alimentados com 100g diarias de ragao
comercial e 50mL da bebida a base de extrato de soja e polpa de péssegos); Fase 1/ Grupo D (animais alimentados
com 100g diarias de ragdo comercial enriquecida com 0,2% de colesterol e 50mL da bebida a base de extrato de soja
e polpa de péssegos); Fase 2 / Grupo D (animais alimentados com 100g diarias de racéo comercial enriquecida com
0,2% de colesterol).

Figura 1. Comportamento dos niveis médios de colesterol total sanguineo de coelhos,
em fungao da dieta, durante 105 dias (Fases 1) e 120 dias (Fase 2).
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Fase 1 e 2/ Grupo A (animais alimentados com 100g diarias de ragdo comercial); Fase 1 / Grupo B (animais
alimentados com 100g diérias de ragéo comercial enriquecida com 0,2% de colesterol); Fase 2 / Grupo B (animais
alimentados com 100g diarias de racdo comercial enriquecida com 0,2% de colesterol e 50mL da bebida a base de
extrato de soja e polpa de péssegos); Fase 1 e 2 / Grupo C (animais alimentados com 100g diarias de ragdo
comercial e 50mL da bebida a base de extrato de soja e polpa de péssegos); Fase 1/ Grupo D (animais alimentados
com 100g diarias de rac&o comercial enriquecida com 0,2% de colesterol e 50mL da bebida a base de extrato de soja
e polpa de péssegos); Fase 2 / Grupo D (animais alimentados com 100g diarias de racao comercial enriquecida com
0,2% de colesterol).

Figura 2. Boxplots para os valores médios de colesterol total sanguineo dos coelhos,
em fungéo da dieta, a 0 e 105 dias (Fase 1) e aos 120 e 225 dias (Fase 2).
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As Figuras 1 e 2 e Tabela 1 (Apéndice) mostram que os valores de colesterol
total aumentaram ao longo do tempo nos animais dos grupos induzidos a
hipercolesterolemia (B e D), enquanto que os grupos que nao ingeriram colesterol (Ae

C), ndo mostraram variagbes marcantes.

O teste de Wilcoxon Signed Rank mostrou que a variagdo ao longo dos 105 dias
de avaliagao (Fase 1) foi significativa (p < 0,05) para os tratamentos B e D com relacdo
aos niveis médios de colesterol sérico dos coelhos. Os valores s&o positivos, indicando
que os niveis de colesterol total sanguineo dos animais submetidos as dietas
hipercolesterolémicas sem (Grupo B) e com a ingestdo de bebida (Grupo D)

aumentaram ao longo do tempo.

Na Fase 1, a partir de 60 dias, os valores médios para o Grupo B foram maiores
do que os do Grupo D, evidenciando um menor incremento nos niveis séricos de
colesterol total nos animais submetidos a dieta hipercolesterolémica associada a bebida
formulada com extrato de soja e polpa de péssegos. O colesterol basal, em torno de
40mg/dL, passou para 977mg/dL (Grupo B) e para 408mg/dL (Grupo D), mostrando que
a administragao da bebida controlou em 58% os niveis de colesterol total induzidos pela

dieta hipercolesterolémica.

A avaliagdo estatistica pelo teste de Kruskall-Wallis seguido da comparagao
multipla entre os grupos durante os 105 dias (Fase 1), evidenciou que os animais
alimentados com ragéao e colesterol (Grupo B) apresentaram niveis médios de colesterol
total significativamente maiores (p < 0,05) do que todos os demais tratamentos. A
ingestdo de bebida juntamente com colesterol (Grupo D) resultou em niveis de
colesterol total significativamente (p < 0,05) maior do que os dos Grupos A e C e
menores do que os do Grupo D. Os Grupos A e C nao diferiram estatisticamente entre
si em relagado ao nivel médio de colesterol, indicando que a bebida nao altera este

pardmetro na auséncia de hipercolesterolemia.
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Na Fase 2, aos 45 dias da troca das dietas entre os animais dos Grupos B e D,
os valores médios de colesterol para os tratamentos correspondentes se cruzaram, em
fungéo da inversdo do comportamento ascendente do Grupo B e manutengéo da
tendéncia do Grupo D, indicando que a bebida foi efetiva no controle dos niveis séricos
de colesterol total, mesmo quando os animais apresentavam niveis iniciais bastante
elevados do mesmo. A redugdo média foi de 79,3% apés 125 de uma dieta a base de

racao e colesterol suplementada, com a bebida.

Os comportamentos apresentados, indicam que a ingestao da bebida evitou que
o colesterol total sanguineo aumentasse na mesma proporgao daquele dos animais que
nao a ingeriram, além de evidenciar uma reducdo relativa nos niveis de colesterol,
quando administrada a coelhos com hipercolesterolemia inicial severa. Alguns autores
atribuem o efeito de reducdo do colesterol principalmente as isoflavonas da soja
(Yamakoshi ef al., 2000; Greaves et al., 1999; Anthony et al., 1998). Outros a um
conjunto de fatores inerentes ao grao que atuariam sinergisticamente as proteinas no
controle do mesmo (Sirtori ef al.: 1999; Potter et al., 1998: Steele,1992).
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Fase 1 e 2 / Grupo A (animais alimentados com 100g diarias de racdo comercial); Fase 1 / Grupo B (animais
alimentados com 100g diarias de ragdo comercial enriquecida com 0,2% de colesterol); Fase 2 / Grupo B (animais
alimentados com 100g diarias de ragdo comercial enriquecida com 0,2% de colesterol e 50mL da bebida a base de
extrato de soja e polpa de péssegos); Fase 1 e 2 / Grupo C (animais alimentados com 100g diarias de ragéo
comercial e 50mL da bebida & base de extrato de soja e polpa de péssegos); Fase 1/ Grupo D (animais alimentados
com 100g diarias de ra¢@o comercial enriquecida com 0,2% de colesterol e 50mL da bebida a base de extrato de soja
e polpa de péssegos); Fase 2 / Grupo D (animais alimentados com 100g diarias de ragdo comercial enriquecida com
0,2% de colesterol).

Figura 3. Comportamento dos niveis médios de HDL-colesterol sanguineo de coelhos,

em funcéo da dieta, durante 105 dias (Fase 1) e 120 dias (Fase 2).
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Fase 1 e 2 / Grupo A (animais alimentados com 100g diarias de racdo comercial); Fase 1 / Grupo B (animais
alimentados com 100g diarias de rag&o comercial enriquecida com 0,2% de colesterol); Fase 2 / Grupo B (animais
alimentados com 100g diarias de ragdo comercial enriquecida com 0,2% de colesterol e 50mL da bebida & base de
extrato de soja e polpa de péssegos); Fase 1 e 2 / Grupo C (animais alimentados com 100g diarias de ragéo
comercial e 50mL da bebida a base de extrato de soja e polpa de péssegos); Fase 1/ Grupo D (animais alimentados
com 100g diarias de ragcdo comercial enriquecida com 0,2% de colesterol e 50mL. da bebida a base de extrato de soja
e polpa de péssegos); Fase 2 / Grupo D (animais alimentados com 100g diarias de racdo comercial enriquecida com
0,2% de colesterol).

Figura 4. Boxplots para os valores médios de HDL-colesterol sanguineo dos coelhos,
em funcao da dieta, a 0 e 105 dias (Fase 1) e aos 120 e 225 dias (Fase 2).
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O comportamento da fragcdo HDL para os Grupos B e D (hipercolesterolémicos)
mostrado nas Figuras 3 e 4 e Tabela 2 (Apéndice) é similar aquele observado para o

colesterol total (Figuras 1 e 2 e Tabela 1 - A).

A variacdo dos niveis de HDL-colesterol, durante os 105 dias (Fase 1),
foi estatisticamente significativa (p < 0,05, Teste Wilcoxon Signed Rank) para os
tratamentos B, C e D. Os valores medianos dos coeficientes destes tratamentos
(obtidos pelo teste), mostraram-se positivos para os Grupos B e D e negativo para o
Grupo C, indicando que os niveis de HDL-colesterol aumentaram no tempo avaliado
(105 dias) para os animais submetidos as dietas hipercolesterolémicas (Grupos B e D)
e diminuiram para os animais que ingeriram ragdo associada com a bebida de soja e
polpa de péssegos (Grupo C). Esta redugdo do HDL-colesterol enddgeno,
proporcionada pela ingestdo da bebida, embora estatisticamente significativa
(p < 0,05), nao parece ser limitante quando observados os valores médios deste grupo
na Tabela 2 (Apéndice) e comparativamente ao Grupo A. Os valores obtidos, em média,
corresponderam a 60% do colesterol total naquele grupo, o que representa baixo risco

de ocorréncia de problemas cardiacos para estes animais.

Todos os grupos diferiram estatisticamente (p < 0,05, teste de Kruskall-Wallis)
entre si na Fase 1. A comparacdo entre os grupos mostrou que os animais alimentados
com ragdo e colesterol (Grupo B) apresentaram niveis médios de HDL-colesterol
significativamente (p < 0,05) maior do que todos os demais tratamentos. A ingestao de
bebida juntamente com colesterol (Grupo D) resultou em niveis de colesterol total
significativamente maiores (p < 0,05) do que os dos Grupos A e C e menores do que o0s
do Grupo B. Os Grupos A e C diferiram estatisticamente (p < 0,05) com relagao aos
niveis de HDL-colesterol, que se mostrou mais elevado nos animais do grupo controle
(Grupo A).

A variabilidade das respostas e os desvios padrbes elevados mostrados na
Tabela 2 (Apéndice), sugerem que nao haja influéncia efetiva da bebida sobre os niveis

séricos de HDL-colesterol nos animais do Grupo C. Contudo, considerando-se a analise

144



Capitulo 4

estatistica realizada, a menor concentragdo de HDL-colesterol no sangue dos animais
em que houve suplementagéo da bebida de soja com polpa de péssegos em relacao
aqueles que ingeriram colesterol e ragao, indica que a bebida reduziu o colesterol como
um todo, ndo sendo seletiva para as diferentes fracées de colesterol. Neste estudo nao
foram determinadas as demais fragdes de colesterol o que limita a interpretagédo dos
resultados quanto ao comportamento do perfil lipidico sanguineo como um todo.
Embora a fragcao HDL seja considerada um fator de risco negativo para doencas
coronarianas, de acordo com Nilausen e Meinertz, (1998), o efeito sobre os riscos
cardiovasculares sao particularmente favoraveis quando ambas as fracdes HDL e LDL-

colesterol sdo afetadas.

Baseado nestas observagdes e nas inUmeras citagbes que sugerem a
manutengdo ou aumento dos niveis séricos de HDL-colesterol quando se administra
produtos de soja (Blimel et al, 2001; Blumel et al., 2000; Romero et al., 2000;
Yamakoshi et al., 2000; Yamakoshi et al, 1999; Potter et al., 1998), & prudente
recomendar estudos especificos em base a bebida testada para confirmar seu efeito
sobre os niveis de HDL-colesterol, correlacionando-os as demais fragdes de colesterol,
notadamente a fracéo LDL.
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Fase 1 e 2 / Grupo A (animais alimentados com 100g didrias de ragdo comercial); Fase 1 / Grupo B (animais
alimentados com 100g diarias de ragdo comercial enriquecida com 0,2% de colesterol); Fase 2 / Grupo B (animais
alimentados com 100g diérias de racéo comercial enriquecida com 0,2% de colesterol e 50mL da bebida a base de
extrato de soja e polpa de péssegos); Fase 1 e 2 / Grupo C (animais alimentados com 100g diarias de racéo
comercial e 50mL da bebida a base de extrato de soja e polpa de péssegos); Fase 1/ Grupo D (animais alimentados
com 100g diarias de rag&o comercial enriquecida com 0,2% de colesterol e 50mL da bebida a base de extrato de soja
e polpa de péssegos); Fase 2 / Grupo D (animais alimentados com 100g diarias de ragdo comercial enriquecida com
0,2% de colesterol).

Figura 5. Comportamento dos niveis médios de triacilglicerideos sanguineo de coelhos,
em fungéo da dieta, durante 105 dias (Fase 1) e 120 dias (Fase 2).
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Fase 1 e 2 / Grupo A (animais alimentados com 100g diarias de ragdo comercial); Fase 1 / Grupo B (animais
alimentados com 100g diarias de ragéo comercial enriquecida com 0,2% de colesterol); Fase 2 / Grupo B (animais
alimentados com 100g diarias de ragdo comercial enriquecida com 0,2% de colesterol e 50mL da bebida a base de
extrato de soja e polpa de péssegos); Fase 1 e 2 / Grupo C (animais alimentados com 100g diarias de ragdo
comercial e 50mL da bebida a base de extrato de soja e polpa de péssegos); Fase 1/ Grupo D (animais alimentados
com 100g diarias de ragio comercial enriquecida com 0,2% de colesterol e 50mL da bebida a base de extrato de soja

e polpa de péssegos); Fase 2 / Grupo D (animais alimentados com 100g diarias de ragao comercial enriquecida com
0,2% de colesterol).

Figura 6. Boxplots para os valores médios de triacilglicerideos sanguineo dos coelhos,
em funcéo da dieta, a 0 e 105 dias (Fase 1) e aos 120 e 225 dias (Fase 2).
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As Figuras 5 e 6 e Tabela 3 (Apéndice) mostram incremento dos valores de
triacilglicerideos séricos ao longo do tempo para os animais dos Grupos B, C e D (Fase
1), os quais receberam dieta composta por racdo mais colesterol, ragdo suplementada
com bebida, e ragdo com colesterol e bebida, respectivamente. O comportamento
destes grupos ao longo do tempo foi significativo (p < 0,05, teste de Wilcoxon Signed
Rank). Para os animais do Grupo A (controle), o valor mediano dos coeficientes obtido
pelo teste foi significativo (p < 0,05) e negativo, indicando decréscimo dos niveis de

triacilglicerideos no periodo de 105 dias (Fase 1).

O comportamento dos animais do Grupo D, cuja dieta foi a base de racgéo,
colesterol e bebida, indica que a bebida parece nao ter permitido um aumento
excessivo nos niveis de triacilglicerideos, efeito ndo assegurado pelo comportamento

verificado no Grupo C.

Pelo teste de Kruskall-Wallis e comparacdo multipla, o nivel médio de
triacilglicerideos, na Fase 1, foi significativamente maior (p < 0,05) nos animais do

Grupo B (dieta hipercolesterolémica sem bebida), seguido pelos do Grupo C, D e A.

Era esperado que a bebida ndo elevasse os niveis sanguineos de
triacilglicerideos dos animais do Grupo C, mesmo considerando os agucares e lipideos
da sua composicdo (Tabela 1 - Apéndice). Este comportamento nao foi observado
durante o periodo estudado (105 dias), exceto na Ultima avaliagdo (Figura 5 — Fase 1).
Dois aspectos devem ser ressaltados com relacao a esta observagdo: o primeiro refere-
se a grande variabilidade da resposta entre os animais que resultou em desvio padrao
bastante alto, influenciando o resultado médio, como pode ser observado na Figura 6; o
segundo aspecto refere-se a determinagao analitica de triacilglicerideos que apresentou
particular dificuldade devido a exigéncia de tempos criteriosos de reagéao pré-
estabelecidos pelo fabricante do kit, nitidamente influenciada pela temperatura
ambiente. Dados da literatura obtidos por este método tém mostrado grande
variabilidade (Demonty et al., 2002; Blimel et al., 2000).
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Com efeito, o comportamento médio dos animais do grupo que recebeu ragéo e
bebida (Grupo C) observado na Fase 1 (Figuras 5 e 6 e Tabela 3 — Apéndice), nao foi
mantido na Fase 2, onde os desvios padroes foram menores, (Figura 6), indicando a
possibilidade de ter havido problema de ordem analitica ou amostral naquele momento
de estudo.

Observando-se o comportamento dos grupos na Fase 2, verifica-se que 0s niveis
séricos de triacilglicerideos aumentaram ao longo do tempo para o tratamento D,
correspondente aos animais de cuja dieta hipercolesterolémica foi suprimida a bebida.
Por outro lado, a administracdo da bebida aos correspondentes animais tratados na

Fase 1, evidenciou relativa redugao nos niveis de triacilglicerideos.
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Fase 1 e 2 / Grupo A (animais alimentados com 100g diarias de ragdo comercial); Fase 1 / Grupo B (animais
alimentados com 100g diarias de ragdo comercial enriquecida com 0,2% de colesterol); Fase 2 / Grupo B (animais
alimentados com 100g diarias de ragdo comercial enriquecida com 0,2% de colesterol e 50mL da bebida a base de
extrato de soja e polpa de péssegos); Fase 1 e 2 / Grupo C (animais alimentados com 100g diarias de ragéo
comercial e 50mL da bebida a base de extrato de soja e polpa de péssegos); Fase 1/ Grupo D (animais alimentados
com 100g diarias de ragdo comercial enriquecida com 0,2% de colesterol e 50mL da bebida a base de extrato de soja
e polpa de péssegos); Fase 2 / Grupo D (animais alimentados com 100g diarias de rag&o comercial enriquecida com
0,2% de colesterol).

Figura 7. Comportamento dos niveis médios de glicose sanguinea de coelhos, em
fungao da dieta, durante 105 dias (Fase 1) e 120 dias (Fase 2).
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Fase 1 e 2 / Grupo A (animais alimentados com 100g diarias de rag&o comercial); Fase 1 / Grupo B (animais
alimentados com 100g diarias de ragdo comercial enriquecida com 0,2% de colesterol); Fase 2 / Grupo B (animais
alimentados com 100g diarias de racdo comercial enriquecida com 0,2% de colesterol e 50mLl. da bebida a base de
extrato de soja e polpa de péssegos); Fase 1 e 2 / Grupo C (animais alimentados com 100g diarias de ragéo
comercial e 50mL da bebida a base de extrato de soja e polpa de péssegos); Fase 1/ Grupo D (animais alimentados
com 100g diarias de racao comercial enriquecida com 0,2% de colesterol e 50mL da bebida a base de extrato de soja
e polpa de péssegos); Fase 2 / Grupo D (animais alimentados com 100g diarias de racdo comercial enriquecida com
0,2% de colesterol).

Figura 8. Boxplots para os valores médios de glicose sanguinea dos coelhos, em
funcao da dieta, a 0 e 105 dias (Fase 1) e aos 120 e 225 dias (Fase 2).

As Figuras 7 e 8 e a Tabela 4 (Apéndice), mostram que os niveis séricos de
glicose aumentaram ao longo do tempo, em todos os grupos, embora os valores
encontrados estivessem dentro da faixa esperada (Harkness e Wagner, 1993). Este
incremento ao longo da Fase 1 foi significativo (p < 0,05, teste de Wilcoxon Sigend
Rank). Aos 105 dias de ensaio (Fase 1), os niveis de glicose apresentados pelos
animais que ingeriram a bebida (Grupos C e D) foram maiores que os dos animais que
nao a ingeriram (Grupos A e B), indicando que a bebida possivelmente aumentou esta

resposta.

A ingestdo de bebida aumentou significativamente (p < 0,05, teste de Kruskall-
Wallis) os niveis de glicose na Fase 1. Os resultados médios dos Grupos C e D foram
significativamente superiores (p < 0,05) aos dos Grupos A e B. Nao foram verificadas
diferencas significativas entre os animais tratados com a bebida (Grupos CeD)eos
nao tratados (Grupos A e B). A sacarose adicionada na formulagéo da bebida pode ter

sido o fator responsavel pelo aumento deste parametro.
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A observagao da Figuras 7 e 8 e Tabela 4 (Apéndfice) com relacédo a Fase 2,
entretanto, parece ndo demonstrar nenhuma tendéncia explicita com relacdo ao
comportamento da glicose sanguinea nesta fase. O nimero muito baixo de animais
utilizados na analise pode ter influenciado o comportamento médio, aumentando a
variabilidade (Figura 8).
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Fase 1 e 2 / Grupo A (animais alimentados com 100g diarias de ragdo comercial); Fase 1 / Grupo B (animais
alimentados com 100g diarias de rag&o comercial enriquecida com 0,2% de colesterol); Fase 2 / Grupo B (animais
alimentados com 100g diarias de ragdo comercial enriquecida com 0,2% de colesterol e 50mL da bebida a base de
extrato de soja e polpa de péssegos); Fase 1 e 2 / Grupo C (animais alimentados com 100g diarias de racao
comercial e 50mL da bebida a base de extrato de soja e polpa de péssegos); Fase 1/ Grupo D (animais alimentados
com 100g diarias de ragado comercial enriquecida com 0,2% de colesterol e 50mL da bebida a base de extrato de soja

e polpa de péssegos); Fase 2 / Grupo D (animais alimentados com 100g diarias de racdo comercial enriquecida com
0,2% de colesterol).

Figura 9. Comportamento dos pesos médios dos coelhos, em fungéo da dieta, durante
105 dias (Fase 1) e 120 dias (Fase 2).
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Fase 1 e 2 / Grupo A (animais alimentados com 100g diérias de racdo comercial); Fase 1 / Grupo B (animais
alimentados com 100g diarias de ragdo comercial enriquecida com 0,2% de colesterol); Fase 2 / Grupo B (animais
alimentados com 100g diérias de racdo comercial enriquecida com 0,2% de colesterol e 50mL da bebida a base de
extrato de soja e polpa de péssegos); Fase 1 e 2 / Grupo C (animais alimentados com 100g diarias de racdo
comercial e 50mL da bebida a base de extrato de soja e polpa de péssegos); Fase 1/ Grupo D (animais alimentados
com 100g diarias de ragéo comercial enriquecida com 0,2% de colesterol e 50mL da bebida & base de extrato de soja
e polpa de péssegos); Fase 2 / Grupo D (animais alimentados com 100g diarias de racdo comercial enriquecida com
0,2% de colesterol).

Figura 6. Boxplots para os pesos médios dos coelhos, em funcdo da dieta, a 0 e 105
dias (Fase 1) e aos 120 e 225 dias (Fase 2).

As Figuras 9 e 10 e a Tabela 5 (Apéndice) mostram o comportamento de
incremento dos pesos dos coelhos ao longo do tempo para todos os tratamentos.
Foram encontradas diferengas estatisticamente significativas (p < 0,05, Teste Wilcoxon
Signed Rank) para todos os ensaios, em relacdo ao peso corporeo dos coelhos

submetidos as diferentes dietas na Fase 1.

Os valores medios dos pesos permaneceram préximos ao longo do periodo (225
dias), indicando que as diferentes dietas nao influenciaram nos pesos dos coelhos, ou
influenciaram da mesma maneira. A administragéo da bebida & base de extrato de soja
e polpa de péssegos aos animais nao interferiu significativamente (p < 0,05, teste de
Kruskall-Wallis) no ganho de peso dos mesmos, comparativamente aqueles que nao a
consumiram. Tal comportamento foi mantido na Fase 2 onde, da mesma forma que o
observado no comportamento dos niveis de glicose, o baixo nimero amostral parece ter

aumentado a variabilidade média das observagdes (Figura 10).
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Fase 1 e 2/ Grupo A (animais alimentados com 100g diarias de racdo comercial); Fase 1 / Grupo B (animais
alimentados com 100g didrias de rac&o comercial enriquecida com 0,2% de colesterol); Fase 2 / Grupo B (animais
alimentados com 100g diarias de ragdo comercial enriquecida com 0,2% de colesterol € 50mL da bebida a base de
extrato de soja e polpa de péssegos); Fase 1 e 2 / Grupo C (animais alimentados com 100g diarias de racao
comercial e 50mL da bebida a base de extrato de soja e polpa de péssegos); Fase 1/ Grupo D (animais alimentados
com 100g diarias de ragéo comercial enriquecida com 0,2% de colesterol e 50mL da bebida a base de extrato de soja
e polpa de péssegos); Fase 2 / Grupo D (animais alimentados com 100g diarias de ragdo comercial enriquecida com
0,2% de colesterol).

Figura 11. Comportamento da contagem de bifidobactérias nas fezes de coelhos, em
funcdo da dieta, durante 105 dias (Fase 1) e 120 dias (Fase 2).
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Fase 1 e 2/ Grupo A (animais alimentados com 100g diarias de racdo comercial); Fase 1 / Grupo B (animais
alimentados com 100g diarias de ragdo comercial enriquecida com 0,2% de colesterol); Fase 2 / Grupo B (animais
alimentados com 100g diarias de racdo comercial enriquecida com 0,2% de colesterol e 50mL da bebida a base de
extrato de soja e polpa de péssegos); Fase 1 e 2 / Grupo C (animais alimentados com 100g diarias de racdo
comercial e 50mL da bebida a base de extrato de soja e polpa de péssegos); Fase 1/ Grupo D (animais alimentados
com 100g diarias de rag&o comercial enriguecida com 0,2% de colesterol e 50mL da bebida a base de extrato de soja
€ polpa de péssegos); Fase 2 / Grupo D (animais alimentados com 100g diarias de racdo comercial enriquecida com
0,2% de colesterol).

Figura 12. Boxplots para os valores médios de bifidobactérias nas fezes dos coelhos,
em fungao da dieta, a 0 e 105 dias (Fase 1) e aos 120 e 225 dias (Fase 2).
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As Figuras 11 e 12 e Tabela 6 (Apéndice), mostram que o niimero de unidades
formadoras de col6nias de bifidobactérias aumentou ao longo do tempo para os coelhos
tratados com a bebida formulada com extrato de soja e polpa de péssegos (Grupos C e
D). Os coelhos n&o tratados com a bebida (Grupos A e B) ndo mostraram alteracdes
marcantes na contagem destes microrganismos. O comportamento da Fase 2
confirmou a influéncia positiva da bebida no crescimento das bifidobactérias,
demonstrado pela maior variabilidade, ao longo do tempo, nos coelhos tratados com as
dietas acrescidas da bebida (Grupos B e C).

Ate 30 dias (Fase 1), conforme Figura 11, ndo se observou diferenca marcante
no numero de bifidobactérias entre os grupos estudados, que se mantiveram em
108UFC/g. Apds este periodo, houve alteragao no comportamento desta resposta, com
um aumento médio de um ciclo logaritimico até os 105 dias de tratamento para os
grupos C e D, cujos animais ingeriram a bebida formulada com extrato de soja e polpa
de péssegos. Comportamento semelhante foi verificado por Freitas (2000) em hamsters
alimentados com frutooligossacarideos, utilizando a mesma técnica analitica descrita
neste estudo. Microbiologicamente, este incremento pode ser considerado relevante
pois significa um aumento de 10 vezes em relagéo a contagem inicial.

O aumento constatado na contagem de bifidobactérias deveu-se, provaveimente,
aos agucares da bebida (Tabela 1), destacando-se os oligossacarideos naturalmente
presentes na soja, que se mantiveram proporcionalmente na bebida e que, atuando

como preébidticos, estimularam o crescimento desta flora no intestino (Loo, 1999).

Vérios autores enumeram os beneficios a salde resultante da ingestdo de
oligossacarideos e consequente proliferacdo de bifidobactérias, como a atividade
anticarcinogénica e a redugéo do colesterol sanguineo (Cummings e MacFarlane, 2002:
Marteau e Boutron-Ruault, 2002; Gibson et al., 1994; Tomomatsu, 1994 Mitsuoka,
1978). A dose efetiva de oligossacarideos para que ocorra o crescimento destes
microrganismos ainda nao esta bem estabelecida pois outros fatores estso envolvidos,

como a complexidade das reacdes que ocorrem no intestino e a microbiota residente no
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colon. Além disso, as bifidobactérias podem utilizar como substrato outros compostos,
considerados fatores bifidogénicos porque n&o sdo metabolizados pelo hospedeiro e
alcancam intactos o intestino, a exemplo das fibras (Gibson et al., 1994; Modler, 1994).
De acordo com Tamine et al. (1995), a utilizagio dos aclcares pelas bifidobactérias
depende da espécie, a exemplo das Bifidobacterium adolescentis, B. breve, B. infantis e
B. longus que utilizam muitos aglcares, como a sacarose, além de estaquiose e

rafinose.

A ocorréncia de bifidobactérias nas fezes dos coelhos foi confirmada pela
verificagdo de algumas caracteristicas inerentes a estes microrganismos.

As colbnias apresentaram excelente crescimento em Lactobacilli MRS caldo,
apresentando-se na forma de um precipitado floculento, em forma de cone, concentrado
na porgao mais ao fundo do tubo. Este comportamento foi descrito por Buchamm e
Gibbons (1975) para bifidobactérias.

Pela observacdo das coldnias em laminas de vidro, mostrado na Figura 13,
verificou-se a coloragdo roxa obtida pelo teste de Gram, indicativa de bactérias Gram-
positivas, e o formato em bastonete bastante alongado, nao esporulado e com
bifurcacdo em “Y", caracteristicas tipicas de bifidobactérias (Tamime et al., 1995:
Mitsuoka, 1978; Buchamm e Gibbons, 1975).
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Figura 13. Bifidobacterias isoladas de fezes de coelhos.

A Figura 14 mostra o percentual médio de colesterol total e de placas lipidicas

nas aortas toraxicas dos coelhos submetidos a diferentes dietas, ao final da Fase 1 (105

dias).
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Grupo A (animais alimentados com 100g diarias de ragdo); Grupo B (animais alimentados com 100g
diarias de ragao enriguecida com 0,2% de colesterol); Grupo C (animais alimentados com 100g diarias de
ragdo e 50mL da bebida a base de extrato de soja e polpa de péssegos); Grupo D (animais alimentados
com 100g diarias de racéao enriquecida com 0,2% de colesterol e 50mL da bebida a base de extrato de

soja e polpa de péssegos).
Figura 14. (a) % de colesterol e (b) % de placa lipidica (lesdo ateroclerética) na aorta
toraxica dos coelhos aos 105 dias de tratamento com diferentes dietas (Fase 1).
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Observa-se pela Figura 14 (a) e (b) que os animais que n3o receberam dieta
hipercolesterolémica (Grupos A e C), apresentaram percentual baixo de colesterol total
na aorta e auséncia de placas lipidicas. Com relacdo aos coelhos submetidos a
hipercolesterolemia, ficou evidenciado que aqueles tratados com a bebida formulada
com extrato de soja e polpa de péssegos (Grupo D) apresentaram percentual de
colesterol e de placas lipidicas na artéria marcadamente reduzido. A relagéo entre o
contetido de colesterol na aorta e a extensao da formacéo da placa, particularmente na
aorta toracica, também foi constatada por Romero et al. (2000), segundo os quais o
conteido de colesterol total nesta artéria é uma forma de avaliar indiretamente a
severidade aterosclerdtica em coelhos alimentados com colesterol.

As lesOes ateroscleroticas, relacionadas as placas lipidicas das aortas dos
coelhos estdo mostradas na Figura 15, através da pigmentacéao vermelha mais intensa,
onde visualiza-se que a ingestdo da bebida ndo permitiu o acumulo de placas

gordurosas nas artérias.

O acumulo de lipideos mostrado na Figura 15 pode ser interpretado como placa
aterosclerética conforme Clubb et al. (2001) e Truskey et al. (1999). Estes autores
demonstraram que em coelhos alimentados com colesterol, a hipercolesterolemia esta
associada com a evidéncia de injurias, proliferacdo de células endoteliais e com o
aumento na aorta das moléculas de adesao especificas para mondcitos e leucocitos,
cuja expressao precede o acumulo de macrofagos a superficie endotelial. Esta
seqliéncia de eventos ocorre em curto espago de tempo e é invariavelmente precedida

de um acumulo inicial de lipideos intra e extracelular na artéria.

As placas lipidicas presentes nas artérias dos coelhos devem-se, provavelmente,
ao acumulo de colesterol, fornecido pela dieta e transportado pelo plasma, no interior da
artéria (Lupu et al., 1987). A disfuncido endotelial na hipercolesterolemia tem sido
relacionada a dois mecanismos principais: elevacao das particulas de LDL no plasma e
peroxidacdo dos acidos graxos dos triacilglicerideos efou fosfolipideos das LDL no

interior da célula endotelial.
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De acordo com Clubb et al. (2001) o acimulo progressivo de lipideos (extra e
intracelulares) & importante no desenvolvimento precoce de lesdes ateroscleréticas,
sobre a superficie das quais ocorre actmulo de leucdcitos, mondcitos e células

espumosas, promovendo a conversdo dos lipideos de estria gordurosa a placa.

A hiperoxidagdo de lipideos tem um papel critico no desenvolvimento da
aterosclerose pela promogao da manifestagéo e progresséao da doenga. Acredita-se que
o oxigénio livre produza perdxidos de lipideos no corpo e que a peroxidacao lipidica
esteja envolvida na modificagdo oxidativa da LDL e cause a formagdo da lesao
aterosclerética. Muitos dados suportam o papel proaterogénico da LDL oxidada, a qual,
sendo reconhecida e fixada pelos receptores de macrofagos, converte-se as células
espumosas carregadas de lipideos encontradas nas placas ateroscleréticas (Yokota et
al.,1996).

A administracdo da bebida estudada interferiu favoravelmente, reduzindo a
possibilidade de evolugcdo da lesdo aterosclerética nos coelhos submetidos a dieta
hipercolesterolemica (Figura 15, Grupo D). A reducéo dos niveis séricos de colesterol
total proporcionada pela bebida, mostrado nas Figuras 1 e 2 na Tabela 1 (Apéndice), é
o fator provavel relacionado a menor formagcao de placa aterosclerética neste grupo de

animais.

As isoflavonas da soja tém sido relacionadas ao controle do desenvolvimento da
placa aterosclerdtica através da inibicdo da adesdo celular, alteragao da atividade dos
fatores de crescimento e inibicdo da proliferacdo das células envolvidas na formagao da
lesdo, bem como pelas suas propriedades antioxidantes sobre a peroxidacao do LDL,
importante fator de risco na patogénese da aterosclerose (Waggle e Potter, 2000; Kirk
et al., 1998; Kanazawa et al., 1995; Wilcox e Blumenthal, 1995).
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Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D

Grupo A (animais alimentados com 100g diarias de rag&o); Grupo B (animais alimentados com 100g
diarias de racao enriquecida com 0,2% de colesterol); Grupo C (animais alimentados com 100g diarias de
racéo e 50mL da bebida a base de extrato de soja e polpa de péssegos); Grupo D (animais alimentados
com 100g diarias de ragdo enriquecida com 0,2% de colesterol e 50mL da bebida a base de extrato de
soja e polpa de péssegos).

Figura 15. Fotografia das aortas toracicas dos coelhos, mostrando o actmulo de

placas lipidicas (coloragéo vermelho intenso), apés 105 de tratamento (Fase 1).

Coelhos tém sido relatados como bons modelos para estudos de hiperlipidemia
(Barnes e Weinberg, 2001; Damasceno et al., 2000). De acordo com Finking e Hanke
(1997) e Wilcox e Blumenthal (1995), quando estes animais sdo submetidos a uma
dieta com no minimo 0,5% de colesterol, desenvolvem predominantemente células
espumosas enriquecidas de mondcitos € macréfagos na intima da artéria, comparadas
as lesbées humanas. Em coelhos recebendo menos do que 0,5% de colesterol, a lesdo
fiboromuscular € mais proeminente, mostrando similar morfologia de placas
ateromatosas avangadas de humanos. Grande quantidade de tecido fibroso, como o
observado em placas de humanos, desenvolve-se em coelhos hipercolesterolémicos,

apos injuria da parede arterial.

159



Capitulo 4

Considerando que a severidade da leséo aterosclerética induzida pelo colesterol
é proporcional a quantidade de colesterol consumida e é diferente entre as espécies
(Clubb et al., 2001), o resultado obtido neste estudo contribui para as afirmativas de que
o consumo de alimentos com soja intervém positivamente no controle do risco de

ocorréncia de doengas cardiovasculares, entre outros aspectos de saude.

A soja tem sido estudada em muitos aspectos relacionados a saude,
destacando-se o da prevencdo de doencas cardiovasculares. Os resultados tém sido
ainda conflitantes, sobretudo nos estudos com seres humanos, particularmente em
individuos normocolesterolémicos (Wong ef al, 1998; Sirtori et al, 1995). Os
mecanismos de ac¢do, bem como os compostos associados a estes efeitos, tém gerado
respostas na@o conclusivas. As suposicdes incluem mecanismos hormonais, regulagao
na absorgéao intestinal de colesterol e/ou excrecao fecal de acidos biliares e aumento da
atividade dos receptores hepaticos de LDL (Giroux et al., 1997; Carroll e Kurowska,
1995; Potter, 1995). Os compostos relacionados a esta acdo incluem aminoacidos,
saponinas, acido fitico, minerais, oligossacarideos e isoflavonas, atuando isolada ou
conjuntamente (Tonstad et al., 2002; Takatsuka et al., 2000; Sirtori et al., 1999; Potter,
1995; Raaij ef al. 1981).

Os resultados ora apresentados mostram que a bebida formulada com extrato de
soja e polpa de péssegos influenciou os niveis séricos de colesterol total, HDL-
colesterol, triacilglicerideos e glicose em coelhos, bem como evitou a formacéao de
placas lipidicas na aorta destes animais e estimulou o crescimento de bifidobactérias no
colon. O teor protéico utilizado na sua formulagdo (2% de proteina de soja), associado
aos demais compostos inerentes aos graos, como os oligossacarideos e as fibras (cujo
percentual foi aumentado pela incorporacédo de pectina como estabilizante), estiveram
provavelmente envolvidos nestes resultados.

A complexidade da formulacdo da bebida ndo permite que se associe os efeitos
observados a componentes especificos da mesma, podendo-se, contudo, inferir que o

seu consumo diario traz efeitos benéficos a saude relacionados aos aspectos
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estudados. Os efeitos potenciais & satide demonstrados por esta bebida, associados a
qualidade tecnologica e sensorial alcangada, sdo uma justificativa para outros estudos

experimentais e clinicos.

A introdugéo da soja na alimentagao humana vem ganhando espago através de
diversidade de bebidas formuladas com esta matéria-prima. Mas o aumento da
demanda depende, fundamentalmente, da disponibilizagado de produtos
tecnologicamente compativeis que preserve ao maximo a qualidade nutricional e
sensorial das matérias-primas envolvidas na sua elaboragéo, para cuja alegagio de
alimento funcional, seja efetivamente comprovada.
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4. Conclusoes

A bebida formulada com extrato de soja (2% de proteina) e polpa de péssegos,
10% de acglcar e 0,14% de estabilizante influenciou marcantemente os niveis séricos de
colesterol total, HDL-colesterol, triacilglicerideos e glicose em coelhos no periodo de
225 dias.

A concentracao de colesterol total, da fragdo HDL e de triacilglicerideos diminuiu
sensivelmente, pela administracdo da bebida, nos animais hipercolesterolémicos. Nos
animais alimentados com dieta hipercolesterolémica (0,2% de colesterol) a bebida
controlou em 58% os niveis séricos de colesterol total no periodo de 105 dias. Tal
comportamento foi comprovado quando a bebida foi fornecida aos animais com
hipercolesterolemia avancada, durante 120 dias.

A bebida reduziu os niveis de HDL-colesterol e aumentou os niveis de

triacilglicerideos em coelhos normais (nao hipercolesterolémicos).

Os niveis de glicose séricos foram maiores nos animais cuja dieta incluia bebida,

mas mantiveram-se dentro da faixa esperada para a espécie.

Nao houve diferengca de ganho de peso nos animais submetidos a dieta com

suplementacgéo da bebida em relagdo ao grupo controle.

A bebida a base de extrato de soja e polpa de péssegos evitou a formacao de

placas lipidicas na aorta, num modelo de aterosclerose induzida pela dieta, em coelhos.

A contagem de bifidobactérias intestinais nos coelhos alimentados com a bebida
mostrou aumento de um ciclo logaritmico nas unidades formadoras de colénias,
influenciada basicamente pela sacarose, rafinose e estaquiose, contidas na dieta,
considerado o teor de fibras.
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As propriedades benéficas a salide observadas na bebida, associados a
qualidade tecnolbgica e sensorial alcangada, justificam outros estudos experimentais e
clinicos, buscando, entre outros aspectos, verificar os efeitos especificos e/ou
associados dos componentes da bebida.
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Apéndice

Tabela 1. Niveis séricos* de colesterol total (mg/dL) de coelhos tratados com diferentes
dietas, durante 105 dias (Fase 1) e 120 dias (Fase 2)

P(t;ri:f)o Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D
0 45+ 8 409 3555 42+ 9
15 42 + 10 197 + 34 43+ 4 143 + 37
30 2845 217 £ 20 33+8 174 + 16
45 28+6 279 5 31+21 267 + 20
60 45+ 13 474 £ 100 385 329 + 84
75 49 = 11 665 + 178 40+ 5 259 + 110
90 31+9 801 = 145 35+3 329+ 85
105 28 +10 977 +£127,5 40+5 408 + 70
120 36+5 1181 + 84 35+6 641 1 22
135 255 895 +75 277 467 £ 42
150 32+4 645 + 121 30+4,5 644 + 134
165 32+6 684 + 31 24+75 703 £ 113
180 34+7 716 £ 20 31+6 7505
195 295 609 + 53 303 857 £201,5
210 27+ 4 366 =+ 88 25+ 3 839 = 119
225 266 244 + 35 22+ 2 889 + 125

* . os valores correspondem as médias + estimativa de desvio padrao de colesterol total de 6 animais de
cada grupo na Fase 1 (0 a 105 dias) e de 4 animais de cada grupo (A e C) e de 3 animais de cada grupo
(B e D) na Fase 2 (120 a 225 dias);

Fase 1: correspondeu ha 105 dias de estudo utilizando coelhos jovens, cujos pesos variaram entre 2,0 e
2,5kg;

Fase 2: correspondeu ha 120 dias de estudo sequenciais a Fase 1, com inversao da dieta dos Grupos B
e D entre si;

Grupo A: animais alimentados com 100g didrias de racéo comercial;

Grupo B: animais alimentados com 100g diarias de racdo comercial enriquecida com 0,2% de colesterol
na Fase 1, suplementada com 50mL da bebida a base de extrato de soja e polpa de péssegos na Fase 2;

Grupo C: animais alimentados com 100g didrias de ragao comercial € 50mL da bebida a base de extrato
de soja e polpa de péssegos,

Grupo D: animais alimentados com 100g diarias de ragdo comercial enriquecida com 0,2% de colesterol e
50mL da bebida a base de extrato de soja e polpa de péssegos na Fase 1, suprimida a bebida na Fase 2.
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Tabela 2. Niveis séricos* de HDL-colesterol (mg/dL) de coelhos tratados com diferentes
dietas, durante 105 dias (Fase 1) e 120 dias (Fase 2)

P(iirii:sd)o Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D
0 23£3 35 +3 26+4 26+2
15 25+6 38 +3,5 26+35 29+6
30 26+5 40 £3 253 24 +1
45 19,5 + 1 37 £5 21+3 275
60 202 88 +6 202 37+ 10
75 2107 116 + 13 19+1 50 + 12
90 29+5 222 + 33 24+25 37+£10
105 22+5 296 + 34 19+2 50 + 12
120 21t4 200 +7 20£1,5 705+5
135 25+4 252 + 102 25+ 4 154,5 + 36
150 30+£6,5 199 + 61 21+3 149+ 7
165 202 206 £ 9 19+£2 161 + 31
180 22+2 114 £ 9 18+ 0,7 2275+ 18
195 212 148 + 16 20+ 1 226,5 + 25
210 22+25 91+ 12 20+1,5 2455+ 7
225 19+ 1 50+5 182 3322

* . os valores correspondem as médias + estimativa de desvio padréo de HDL-colesterol de 6 animais de
cada grupo na Fase 1 (0 a 105 dias) e de 4 animais de cada grupo (A e C) e de 3 animais de cada grupo
(B e D) na Fase 2 (120 a 225 dias);

Fase 1: correspondeu ha 105 dias de estudo utilizando coelhos jovens, cujos pesos variaram entre 2,0 e
2,5kg;

Fase 2: correspondeu ha 120 dias de estudo sequenciais a Fase 1, com inversao da dieta dos Grupos B
e D entre si;

Grupo A: animais alimentados com 100g didrias de raco comercial;

Grupo B: animais alimentados com 100g didrias de rag&o comercial enriquecida com 0,2% de colesterol
na Fase 1, suplementada com 50mL da bebida & base de extrato de soja e polpa de péssegos na Fase 2;

Grupo C: animais alimentados com 100g didrias de racéo comercial e 50mL da bebida a base de extrato
de soja e polpa de péssegos;

Grupo D: animais alimentados com 100g didrias de rag@o comercial enriquecida com 0,2% de colesterol e
50mL da bebida a base de extrato de soja e polpa de péssegos na Fase 1, suprimida a bebida na Fase 2.
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Tabela 3. Niveis séricos* de triacilglicerideos (mg/dL) de coelhos tratados com
diferentes dietas, durante 105 dias (Fase 1) e 120 dias (Fase 2)

Periodo

(dias) Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D
0 79+12 62,5 + 14 62 + 21 57 £12
15 72 21 66 * 15 63+8 58 + 10
30 72+ 16 71 +£13 73+13 59+8
45 61+19 68 + 10,5 76 £10 68 £ 15
60 69 + 17 80 £ 17 76 £ 20 70+9,5
75 59+8 90 + 25 77+ 18 60 + 12
90 71+4 107 + 23 81+6 63+8,5
105 67+7,5 142 + 23 106,5 + 30,5 68,5+5
120 598 99 + 11 66+ 8 68,56
135 59+2 107 + 14 55+4 79 1
150 55+5 104,5 + 4 6513 77+13
165 64,5+ 10,5 95 +3 6118 99+2
180 68 =3 94 + 3 55+£3,5 146 + 24
195 86+3 92 +4 76 + 4 152 + 22
210 745+9 98 + 0,6 79+ 9 149 £ 22
225 72+8 95+ 5 745+ 13 159 + 13

* . os valores correspondem as médias + estimativa de desvio padr&o de triacilglicerideos de 6 animais de
cada grupo na Fase 1 (0 a 105 dias) e de 4 animais de cada grupo (A e C) e de 3 animais de cada grupo
(B e D) na Fase 2 (120 a 225 dias);

Fase 1: correspondeu ha 105 dias de estudo utilizando coelhos jovens, cujos pesos variaram entre 2,0 e
2,5kg;

Fase 2: correspondeu ha 120 dias de estudo sequenciais a Fase 1, com inversao da dieta dos Grupos B
e D entre si;

Grupo A: animais alimentados com 100g diarias de rac&o comercial:

Grupo B: animais alimentados com 100g diarias de ragao comercial enriquecida com 0,2% de colesterol
na Fase 1, suplementada com 50mL da bebida a base de extrato de soja e polpa de péssegos na Fase 2:

Grupo C: animais alimentados com 100g diarias de ragao comercial e 50mL da bebida a base de extrato
de soja e polpa de péssegos;

Grupo D: animais alimentados com 100g diarias de ragao comercial enriquecida com 0,2% de colesterol e
50mL da bebida a base de extrato de soja e polpa de péssegos na Fase 1, suprimida a bebida na Fase 2.
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Tabela 4. Niveis séricos* de glicose (mg/dL) de coelhos tratados com diferentes dietas,
durante 105 dias (Fase 1) e 120 dias (Fase 2)

P(c;ri:f)o Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D
0 808 80 7 73+8 795
15 73+£6 74 + 8,5 755+7 79+8
30 84 +10 84 + 16 92+12 88+6,5
45 85 +12 94 + 7 1057 96 +7
60 95110 955+ 9 102+6 103 = 11
75 955x5 96 + 11 98+5 106 + 11
90 98 + 8 100 = 10 1055+9 108+8
105 97 £7 100 =5 110+ 4 105+ 4
120 83 £ 15,5 9 =+ 3 94 +7 96,5 + 3
135 99,5 £ 11 97 + 6 98 £ 6 97 %9
150 8757 94 + 4 88+6 87 +12
165 98+2,5 101 = 4 102+ 6,5 95 +12
180 1017 96,5 =4 1055 97 £ 10
195 935 99 £ 2,5 95+5 96,5+ 10
210 89 + 11 93 +£3 94 +5 89+ 15
225 96 + 10 104 + 3 102+ 3 101+ 13

* . os valores correspondem as meédias + estimativa de desvio padréo de glicose de 6 animais de cada
grupo na Fase 1 (0 a 105 dias) e de 4 animais de cada grupo (A e C) e de 3 animais de cada grupo (B e
D) na Fase 2 (120 a 225 dias);

Fase 1: correspondeu ha 105 dias de estudo utilizando coelhos jovens, cujos pesos variaram entre 2,0 e
2,5kg;

Fase 2: correspondeu ha 120 dias de estudo sequenciais a Fase 1, com inversdo da dieta dos Grupos B
e D entre si;

Grupo A: animais alimentados com 100g diarias de rac&o comercial;

Grupo B: animais alimentados com 100g diarias de ragao comercial enriquecida com 0,2% de colesterol
na Fase 1, suplementada com 50mL da bebida & base de extrato de soja e polpa de péssegos na Fase 2;
Grupo C: animais alimentados com 100g diarias de rac@o comercial e 50mL da bebida & base de extrato
de soja e polpa de péssegos;

Grupo D: animais alimentados com 100g didrias de rag@o comercial enriquecida com 0,2% de colesterol e
50mL da bebida & base de exirato de soja e polpa de péssegos na Fase 1, suprimida a bebida na Fase 2.
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Tabela 5. Peso”(g) de coelhos tratados com diferentes dietas, durante 117 dias (Fase 1

e 2)
Periodo Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D
(dias)

0 2545 £ 222 2583 £+ 305 2473 + 289,39 2548 + 288
7 2883 +209,5 2937 + 383 2793 + 302,63 3010 £ 334
14 2877 + 248 3023 £432 2817 + 282,25 3105 £ 420
21 2970 + 225 3152 + 411 2942 + 257,40 3198 + 353
28 3145 + 175 3283 = 314 3067 + 162,81 3238 £ 416
35 3157 + 193 3315 + 340 3107 £ 201,06 3263 + 390
42 3367 + 164 3520 + 299 3292 £ 199,44 3398 + 365
49 3475+ 183 3585 + 285 3352 + 162,41 3377 £ 334
56 3463 + 124 3660 + 305 3423 + 141,94 3480 + 342
63 3638 + 217 3692 + 305 3548 £ 149,19 3632 + 355
70 3753 £ 142,5 3788 + 328 3667 £ 178,74 3720 + 404
77 3743 £ 162 3837 + 256 3737 £ 193,04 3735 + 321
84 3767 + 145 3825 + 223 3790 £ 162,23 3760 £ 332
91 3833 + 146 3845 + 291 3897 + 181,07 3830 = 380,5
98 3915 + 152 3950 + 297 3923 £ 178,18 3888 + 396,5
105 3947 + 142 3923 + 292 3937 £ 91,36 3937 £ 407
112 3975 + 212 4050 + 177 3967,5 + 85 4050 + 535
119 4027,5 174 4147 =231 4025 £ 173 4120 £ 493
126 4020 £ 171,5 4120 £+ 250 4007,5 £ 149 4143 + 482
133 4067,5 = 1563,5 4153 + 240 4022,5 + 92 4070 £ 495
140 4035+ 179 4107 + 361 4007,5 + 84 4103 £487,5
147 4082,5 = 188 4153 £ 340 4080 = 145 4127 + 520
154 4075+ 159 4140 + 410 4087,5 = 161 4103 £ 527
161 4087,5 = 166 4180 + 382 4087,5 + 217 4167 + 502
168 4090 + 163,5 4153 + 400 4065 £ 153 4160 + 525
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Continuacao da Tabela 5...

Per:iodo Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D
(dias)
175 4047,5 £ 162 4090 + 445 4080 + 151 4193 + 571
182 4127,5+132,5 4223 + 425 4082,5 + 156 4150 + 578
189 4110 £ 175 4123 + 447 4067,5 + 146 4080 £ 518,5
196 4200 £ 167 4167 + 482 4067,5+ 132 4103 £475
203 4110 £ 156 4083 = 405 4092,5+70 4100 £ 527
210 4172,5 £ 229 4023 + 480 4047,5 + 119 4060 * 541
217 4245 £ 185 4227 + 552 4152,5+ 180 4020 + 525

* . os valores correspondem as médias + estimativa de desvio padrdo do peso de 6 animais de cada
grupo na Fase 1 (0 a 105 dias) e de 4 animais de cada grupo (A e C) e de 3 animais de cada grupo (B e
D) na Fase 2 (120 a 225 dias);

Fase 1: correspondeu ha 105 dias de estudo utilizando coelhos jovens, cujos pesos variaram entre 2,0 e
2,5kg;

Fase 2: correspondeu ha 120 dias de estudo sequienciais a Fase 1, com inverséo da dieta dos Grupos B
e D entre si;

Grupo A: animais alimentados com 100g diarias de racao comercial;

Grupo B: animais alimentados com 100g didrias de ragao comercial enriquecida com 0,2% de colesterol
na Fase 1, suplementada com 50mL da bebida & base de extrato de soja e polpa de péssegos na Fase 2;

Grupo C: animais alimentados com 100g diarias de rac&o comercial € 50mL da bebida a base de extrato
de soja e polpa de péssegos;

Grupo D: animais alimentados com 100g diarias de rag&o comercial enriquecida com 0,2% de colesterol e
50mL da bebida & base de extrato de soja e polpa de péssegos na Fase 1, suprimida a bebida na Fase 2.
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Tabela 6. Contagem de bifidobactérias™ (log UFC/g) em fezes de coelhos tratados com

diferentes dietas, durante 105 dias (Fase 1) e 120 dias (Fase 2)

Periodo

(dias) Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D
0 84104 8,1 £0,1 7,8+0,2 7,8+£0,3
15 8,2+0,15 8,2+086 79+£0,9 92+0,8
30 8,6+0,2 8,1+05 8,3+0,4 8,9+0,1
45 8,6 £0,2 8,2 +0,3 8,9+0,2 9,7+0,3
60 8,2+0,15 8,5+0,3 9,6 £ 0,06 9,1+0,1
75 8,3 £ 0,04 8,4 +0,3 9,4+0,6 9,3+0,1
90 8,8+£0,2 8,2+04 9,4+£0,05 9,3+0,5
105 84:04 83+04 9,9+0,03 9,3+£0,06
120 83%0,3 8,7 £0,1 9,3£0,02 9,0+0,6
135 85+0,5 9,0 £0,7 95+£0,2 8,1+0,1
150 85%0,3 8,7 £0,2 9,7+0,1 85+0,2
165 8,6 £ 0,1 9,56 +0,6 9,6+0,2 8,1+£0,2
180 8,9 +0,04 9,3+04 9,4 +0,01 8,56+0,2
195 8,6+0,2 9,1 0,1 94+04 8,6+0,35
210 8,5+0,1 9,6 +0,2 9,4+0,1 84+04
225 8,4+0,0 95+06 9,5+0,1 85+04

* . 0s valores correspondem as médias + estimativa de desvio padréo da contagem de bifidobactérias nas
fezes de 6 animais de cada grupo na Fase 1 (0 a 105 dias) e de 4 animais de cada grupo (Ae C)ede 3
animais de cada grupo (B e D) na Fase 2 (120 a 225 dias);

Fase 1: correspondeu ha 105 dias de estudo utilizando coelhos jovens, cujos pesos variaram entre 2,0 e
2,5kg;

Fase 2: correspondeu ha 120 dias de estudo sequenciais a Fase 1, com inversao da dieta dos Grupos B
e D entre si;

Grupo A: animais alimentados com 100g diarias de ragéo comercial;

Grupo B: animais alimentados com 100g diarias de racéo comercial enriquecida com 0,2% de colesterol
na Fase 1, suplementada com 50mL da bebida & base de extrato de soja e polpa de péssegos na Fase 2;
Grupo C: animais alimentados com 100g diarias de racdo comercial e 50mL da bebida a base de extrato
de soja e polpa de péssegos;

Grupo D: animais alimentados com 100g diarias de ragéo comercial enriquecida com 0,2% de colesterol e
50mL da bebida a base de extrato de soja e polpa de péssegos na Fase 1, suprimida a bebida na Fase 2.
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