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Resumao. Bebidas probidticas a base de soja tem sido uma alternativa aos leites fermentados.
Considerando a soja verde como um novo ingrediente para a producéo de bebida fermentada
probidtica, esse trabalho teve como objetivo comparar os teores de aglcares, amido, cor,
viabilidade de bactérias probidticas e aceitacdo sensorial de extratos hidrossoliveis de soja
verde e madura fermentados por microrganismos probiéticos. Os resultados mostraram
teores mais elevados de sacarose e amido nos graos de soja verde em relacdo a soja madura,
e reducdo de 54% do teor de sacarose e de 10 vezes do teor de amido durante o
amadurecimento. No extrato produzido com soja verde, o teor de sacarose foi cerca de 4,3
vezes maior que no extrato produzido com soja madura, enquanto os teores de frutose e
glicose ndo apresentaram diferenca significativa entre os dois extratos. Houve diminuigcdo
significativa da coloracéo verde da bebida logo na primeira semana, enquanto a amostra so
escureceu de forma significativa apdés um més de armazenamento. As contagens dos
microrganismos probidticos se mantiveram acima de 10’UFC/ml durante todo o periodo de
armazenamento, indicando a viabilidade do meio para a sobrevivéncia das bactérias. A
analise sensorial ndo mostrou preferéncia significativa entre as bebidas de soja verde e
madura..

Introducéo

A soja, devido as suas propriedades funcionais e nutricionais, tem crescido em
interesse pelos consumidores e pela indastria de alimentos nas mais diversas aplicacdes,
sendo uma das safras mais difundidas gracas a abundancia de elementos nutritivos, como
proteinas, acidos graxos insaturados, lecitina, isoflavonas, aminoacidos livres, polipeptideos e
minerais diversos (Yang e Li, 2010).

Como substituinte de derivados de leite, o extrato hidrossoluvel de soja, tem sido
utilizado no desenvolvimento de novos produtos. Uma vez que produtos a base de soja ainda
apresentam certa restricdo pelos consumidores no ocidente, uma forma de melhorar sua
aceitacdo é a fermentacdo com bactérias probidticas, que ao mesmo tempo, aumenta o valor
nutricional do produto (Rossi et al., 1999). Bactérias dos géneros Lactobacillus e
Bifidobacterium podem ser utilizadas para tal processo, promovendo a diminui¢do do sabor
residual do grdo e dos teores de oligossacarideos ndo digeriveis, como rafinose e estequiose
(Hou et al., 2000)

O interesse pela soja verde também tem aumentado por consumidores que buscam
uma alimentacdo saudavel, mas que ao mesmo tempo procuram melhores caracteristicas
sensoriais (Saldivar et al., 2011). A soja verde ou “edamame” ¢é colhida quando os graos ainda
estdo imaturos, resultando em um produto com teores mais elevados de aclcares, menor teor
de oligossacarideos de dificil digestdo, estaquiose e rafinose, e caracteristicas sensoriais
superiores ao do grdo maduro (Redondo-Cuenca et al., 2006).

Embora a soja verde seja uma nova opcdo de consumo, atualmente ndo existem
alimentos produzidos com seu extrato hidrossolivel. Dessa forma, torna-se interessante a
producdo de uma bebida a base de soja verde probiodtica, uma vez que ela permite aliar as
caracteristicas da soja verde aos beneficios dos microrganismos probi6ticos, melhorando os
atributos sensoriais do mesmo e conferindo beneficios a sade.



Visando a soja verde para a producdo de bebida fermentada probidtica, esse trabalho
teve como objetivo comparar os teores de agUcares, amido, cor, viabilidade de bactérias
probidticas e aceitagdo sensorial de extratos hidrossollveis de soja verde e madura
fermentados por microrganismos probidticos.

Material e Métodos

Gréos de soja verde e madura

Foram utilizados grdos de soja BRS 232, colhidos no estadio de maturagdo R6 (soja
verde) e R8 (soja madura), fornecidos pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria
(Embrapa). Os gréos de soja verde foram liofilizados em liofilizador (Enterprise I, Terroni) e
armazenados sob refrigeracdo e o0s grdos de soja madura armazenados em temperatura
ambiente.

Os grdos de soja utilizados para a analise de aclcares, amido, foram triturados e
peneirados em peneira de 500 um de abertura de malha.

Producdo dos extratos de soja

Para o preparo do extrato de soja madura, a soja foi macerada por 2 horas, a 80°C, e a
agua descartada. Os graos foram triturados em liquidificador com agua mineral, na proporcao
de 6 partes de agua para uma parte de soja. Em seguida, a mistura passou por tratamento
térmico a 100°C durante 10 minutos em Thermomix (Vorwerk, Alemanha), sendo
posteriormente filtrado em peneira de abertura de malha de 500 um,. O filtrado foi
pasteurizado a 95°C por 5 minutos também em Thermomix.

Para o preparo do extrato de soja verde, os grdos foram hidratados por 10 minutos em
agua mineral, a temperatura ambiente, e separados em uma peneira. A seguir, foi feita a
cominuicdo dos grdos em agua, na proporcao de 1 parte de gréos hidratados para 2,4 partes de
agua mineral, em homogenizador (Thermomix, Vorwerke) na velocidade 10 (10.200 rpm) por
3 minutos em temperatura de 90°C. A mistura permaneceu em agitacdo por 2,5 minutos a
90°C e por mais 2,5 minutos a 80°C, e foi filtrada em peneiras com abertura de malha de 500
e 350 pm.

Para a fermentacdo dos extratos, foi utilizada a cultura latica liofilizada ABT-4
(Christian Hansen, Dinamarca), na concentracdo de 0,02%, composta por Lactobacillus
acidophilus (La-5), Bifidobacterium animalis (Bb-12) e Streptococcus thermophilus. Os
extratos foram incubado a 37°C até que o pH atingisse 4,7 a 4,8.

Os extratos hidrossoluveis e os extartos fermentados utilizados para a analise de
acucares e amido foram liofilizados, e peneirados em peneira de 500 pum de abertura de
malha.

Avaliacdo do teor de sacarose, D-glicose e D-frutose

A analise de acUcares foi realizada utilizando o kit SUCROSE, D-FRUCTOSE AND
D-GLUCOSE, da empresa Megazyme International. Uma amostra de 1 g foi adicionada a um
baldo volumétrico de 100 ml contendo 60ml de agua destilada e mantido a temperatura de
60 °C. Ao baldo foram adicionados 5 ml de uma solucdo de hexaferrocianeto de potassio
(36,0 g.L™), 5ml de uma solugdo de sulfato de zinco heptahidratado (7,20 g.L™) e 10 ml de
uma solugdo de hidroxido de sddio (0,1 mol.L?), a fim de clarificar a amostra, e eliminar
possiveis interferéncia durante a analise espectrofotométrica. O volume do baldo foi
completado com agua destilada, homogenizado e seu conteudo filtrado e separado. Todas as
amostras foram analisadas em banho termostatico a 27 °C e as determinacdes de absorbancia
foram realizadas em comprimento de onda de 340 nm em espectrofotometro UV-VIS (CARY
1E, VARIAN)

Para a analise de sacarose, inicialmente foi adicionado 0,20 ml de solugdo de
B-frutosidase (pH 4,6) e 0,10 ml da amostra filtrada, em uma cubeta de plastico UV (Brand).




A a mistura foi homogenizada por inversdo e incubada por 5 minutos. A seguir, foi
adicionado 1,90 ml de agua destilada, 0,10 ml de solucdo tampéo (pH 7,6) e 0,10 ml de
solugdo de NADP+ e ATP, homogenizada novamente e incubada por 3 minutos, e realizada a
leitura de absorbancia. Apés a leitura, 0,02 ml de solucdo de hexokinase e glicose-6-fosfato
dehidrogenase foram adicionados, e a soluc¢do foi incubada por 5 minutos, tendo sua absorcéo
lida em seguida.

As analises de glicose e frutose foram realizadas simultaneamente. Em cubeta plastico
UV (Brand), foi adicionado 0,10 ml da amostra filtrada, 2,10 ml de 4gua destilada, 0,10 ml de
solucdo tampdo (pH 7,6) e 0,10 ml da solugdo de NADP+ e ATP. Foi realizada a
homogenizacdo e a leitura de absorbancia apés 3 minutos de incubacdo. A seguir, foi
adicionado 0,02 ml da suspensdo de hexokinase e glicose-6-fosfato dehidrogenase, e a leitura
da absorbancia ap6s 5 minutos de incubacdo. Por fim, 0,02 ml de uma suspensdo de
fosfoglicose isomerase foi adicionada, e uma terceira leitura da absorbéncia foi realizada ap6s
10 minutos de incubacao.

Para ambas as analises foi feito um branco, substituindo a amostra por agua destilada.

Avaliacéo do teor de amido total

A analise de amido total foi realizada nos gréos de soja verde e madura pelo método
de amiloglicosidase/a-amilase utilizando o kit TOTAL STARCH, da empresa Megazyme
International.

Uma amostra de 100 mg foi adicionada em tubo plastico de centrifuga com 5,0 ml de
alcool etilico (80% v/v), incubada a 85 °C por cinco minutos e agitada em vortex. Mais
5,0 ml de alcool foram adicionados ao tubo, e esse foi centrifugado por 10 minutos a 3000
rpm. O sobrenadante foi descartado e 10 ml de alcool etilico (80%) foi adicionado, seguido de
agitacdo em vortex e uma segunda centrifugacdo. Mais uma vez, o sobrenadante foi
descartado. Em seguida, foi adicionado 3 ml de uma solugdo contendo a-amilase termoestavel
e o tubo foi incubado em banho fervente por 20 minutos, com agitacdo em vortex a cada 4
minutos a fim de homogenizar totalmente seu contetdo. O tubo foi transferido para uma
banho a 50 °C até sua temperatura estabilizar, e 0,1 ml de uma solucéo de amiloglicosidase
foi adicionada. O tubo foi agitado em vortex e incubado por 30 minutos. O volume do tubo
foi completado com agua destilada até atingir a marca de 10 ml, e centrifugado a 3000 rpm
por 10 minutos. Uma aliquota de 0,10 ml foi retirada em duplicata e adicionada a tubos de
ensaio. A cada tubo foi adicionado 3,0 ml de reagente GOPOD e incubado no escuro a 50 °C
por 20 minutos. A absorbancia foi lida no comprimento de onda de 510 nm em
espectrofotémetro UV-VIS (Cary 1E, Varian Inc.).

Andlise de umidade

A andlise de umidade foi feita pelo método de Karl Fischer, (Metrohm AG, Titrino
plus 870). Uma massa de 200 mg de amostra foi adicionada ao equipamento em triplicata, e
o valor de umidade foi obtido a partir de uma meédia de trés leituras.

Andlise da Cor do Extrato de Soja Verde

A cor do extrato hidrossoluveis de soja verde fermentado foi determinada em
intervalos de 7 dias, durante 30 dias de armazenamento a 4°C. Os parametros L* a* b*, do
sistema CIELAB, foram determinados com o espectrofotémetro Color Quest XE (HunterLab,
Alemanha). Foram realizadas medidas de 3 amostras independentes de cada extrato e para
cada amostra foram feitas trés leituras dos parametros L*, a* e b*em cubeta de quartzo com
capacidade de 20 mL.




Anéalise microbioldgica

As anélises microbioldgicas foram realizadas no extrato ja fermentado a fim de
monitorar o numero de bactérias probidticas viaveis. Para tal, foi realizada uma anélise a cada
7 dias, num periodo de 5 semanas, iniciando no dia seguinte ao extrato ser fermentado.

Amostras de 10g do extrato fermentado, foram diluidas em 90g de solucdo salina
0,85% e homogeneizado em Stomacher (Seward) a 260 rpm durante 1 minuto. Foram
preparadas dilui¢cbes decimais sucessivas em solucéo salina 0,85%.

Para a contagem de Bifidobacterium animalis, foi utilizado o meio de cultura agar
MRS (Oxioid), suplementado com 0,10% de cloreto de litio, 0,5% de solucé&o de dicloxacilina
sodica monohidratada (10mg/100ml) e 0,05% de L-cisteina. A inoculacdo foi feita em
profundidade e as placas foram incubadas em anaerobiose (Anaerogen, Oxoid) durante 72
horas a 37°C (OLIVEIRA e JURKIEWICZ, 2009).

Para a contagem de Lactobacillus acidophilus foi utilizado o meio de cultura agar
MRS (Oxoid), sem aditivos. A inoculacao foi feita em superficie e as placas foram incubadas
em anaerobiose (Anaerogen, Oxioid) por 72 horas a 43°C (OLIVEIRA e JURKIEWICZ,
2009).

Para a analise de Streptococcus thermophilus foi utilizado o meio de cultura &gar M17
(Oxoid) suplementado com 5% de solucdo de lactose a 10%. A inoculacdo foi feita em
profundidade com a adi¢do de sobrecamada. As placas foram incubadas por 72 horas a 37°C
(APHA, 2001).

Analise sensorial

Para a realizacdo da analise sensorial, foram produzidas bebidas com sabor abacaxi
com horteld, a partir dos extratos fermentados. A composicdo da bebida de soja verde
consistiu de: 80,8% de extrato de soja verde, 12,0% de polpa de abacaxi (Demarchi), 7,0% de
sacarose (Unido), 0,15% de aroma de abacaxi (Firmenichi) e 0,05% de aroma de hortela. A
composicdo da bebida de soja madura diferiu apenas no conteudo de extrato hidrossolivel,
que foi reduzido para 66,1% e foi adicionado 14,7 % de agua potavel, de modo que ambas as
formulacdes apresentassem o mesmo teor de sélidos totais (4,0%).

A anélise foi realizada pelo método afetivo, com 76 provadores ndo treinados de
ambos 0s sexos.e faixa etaria entre 21 e 51 anos. Cada provador recebeu as duas amostras,
com cerca de 30 g cada, separadamente, de forma aleatéria. As amostras haviam sido
produzidas 4 dias antes e foram mantidas refrigeradas a 4°C. Os provadores avaliaram 0s
produtos quanto a consisténcia, sabor e opinido geral, utilizando uma escala heddnica de 9
pontos, abrangendo atribuicBes entre desgostei extremamente (1) e gostei extremamente (9).
Foi também questionada a frequéncia de consumo de bebidas a base de soja.

Andlise Estatistica
Os resultados foram avaliados por Analise de Variancia (ANOVA), e o teste de Tukey
foi utilizado para comparacéo das médias. O nivel de significancia adotado foi de 5%.

Resultados e Discusséo

Teores de agucares e amido nos grdos de soja e nos extratos hidrossoltveis
Os resultados dos teores de sacarose, glicose, frutose e amido nos gréos, e nos extratos
hidrossoluveis estdo apresentados nas Tabelas 1 e 2, respectivamente.




Tabela 1. Teor de sacarose, D-glicose, D-frutose e amido (em base seca) em gréos de soja.

Gréo de soja D-glicose (mg/g)  D-frutose (mg/g)  Sacarose (mg/g) Amido (g/100g)

Verde 1,1°+0,2 2,6%+0,7 572+3 3,6%40,2

Madura 3,8°+0,6 0,9°+0,3 26"+3 0,3°+0,1

a, b — médias com letras iguais na mesma coluna néo apresentam diferenca significativa
(p > 0,05). Médias de trés réplicas auténticas.

Os grdos de soja verde apresentaram teores de sacarose, frutose e amido mais elevados
que os observados para os grdos maduros, entretanto foi observado menor teor de glicose
(Tabela 1). A maturagdo dos graos reduziu o teor de sacarose em 54 % e o teor de amido em
cerca de 10 vezes. Segundo Saldivar (2011) os teores de sacarose e amido para soja verde,
determinados para diferentes cultivares, sdo em média (80 + 15) mg/g e (10 £ 3) ¢g/100g
respectivamente, portanto maiores que 0s observados no presente estudo para a soja BRS
232,. Essa diferenca pode ser atribuida a variedade da soja e ao grau de maturacdo, ja que uma
pequena diferencas no tempo de colheita do grdo pode causar alteragBes significativas na
composicao de aglcares. Para a soja madura BRS 232, Oliveira et al. (2010), determinaram
53 mg/g de sacarose e 0,69 g/100g de amido, valores também superiores aos obtidos no
presente estudo.

Tabela 2. Teor de sacarose, D-glicose, D-frutose e Amido (em base seca) em extratos de soja.

Soja Extrato D-glicose  D-frutose Sacarose  Amido
_ (mg/g)  (mglg)  (mg/g)  (g/100g)
Verde Nao 24403 0,69+0,06 51%3  3,93%+0,08
Fermentado
Verde Fermentado 0,7°+0,2 18+1 3,9°+0,7 3,95%+0,06
Madura Ndo 2,108+0,04 0,62%+0,03 12°+1 0,26°+0,04
Fermentado
Madura Fermentado 0,69°+0,05 0,622+0,04 3,9°40,3 0,25°+0,02

O extrato hidrossolivel produzido com grdos de soja verde apresentou um teor de
sacarose 4,3 vezes maior que o valor determinado para extrato produzido com 0s graos
maduros, engquanto os teores de glicose e frutose ndo diferiram significativamente (p > 0,05).
Apos a fermentacdo os teores dos agucares ndo diferiram significativamente (p > 0,05) para as
duas bebidas, enquanto o teor de amido ndo foi alterado em relacdo ao extrato ndo fermentado
(Tabela 2).

Cor dos extratos fermentados durante 0 armazenamento
Os resultados das analises de cor do extrato de hidrossoltvel de soja verde fermentado
e armazenado por 29 dias a 4°C, estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Parametros L*, a* e b* durante o armazenamento.

Tempo L* a* b* AE
1 76,1+0,1 -2,88+0,01 16,22+0,01 -
8 75,8+0,1 -0,95+0,01 16,51+0,08 1,96+0,02
15 75,6+£0,1 -0,22+0,15 15,97+0,05 2,36+0,02
22 75,8+0,2 -0,16+0,08 15,79+0,01 2,52+0,02
29 75,4+0,2 0,09+0,12 15,80+0,07 2,63+0,03




Apenas apds um més de armazenamento houve diferenga significativa no parametro
L*, indicando um escurecimento nas amostras. Para o parametro a*, a diferenca foi
significativa a partir do sétimo dia, indicando a diminui¢do de intensidade do verde ja uma
semana apdés a producdo. O parametro b* apresentou diferenca significativa a partir da
terceira semana, mostrando a diminuicdo de intensidade da cor amarela na bebida.

Contagem de microrganismos durante o0 armazenamento dos extratos
O resultado da contagem dos microrganismos probidticos e de Sterptococcus

thermophilus no extrato fermentado armazenado por 29 dias a 4°C estdo apresentados na
Tabela 4.

Tabela 4. Contagem de microrganismos durante o armazenamento do extrato fermentado de
soja verde e madura (em log UFC.g™%).

Tempo Lactobacillus acidophilus  Bifidobacterium animalis Streptococcus
(dias) thermophilus
Verde Madura Verde Madura Verde Madura
1 7,72+0,04 780+£005 857+004 819+009 8601 8,22 + 0,06
29 76+0,1 75101 8,4+0,1 8,1+0,2 8,4+0,1 8,1+0,2

As contagens de Bifidobacterium animalis permaneceram acima de 108 UFC-ml?, nas
bebidas produzidas com soja verde e madura, durante todo o periodo de armazenamento,
indicando a viabilidade do meio para sobrevivéncia do microrganismo probidtico. O nimero

de L. acidophilus também permaneceu estavel durante o armazenamento nos dois extratos
fermentados.

Anélise Sensorial
Os resultados da andlise sensorial estdo apresentados na tabela 5 e nas Figuras 1, 2 e 3.

Tabela 5. Nota média para os atributos, sabor, consisténcia e opinido geral, para as bebidas
produzidas com extrato de soja verde e soja madura.

Bebida Sabor Consisténcia Opinido Geral
Soja Verde 5,42 6,0%+2 5,62
Soja Madura  6,0% 5,6%+2 6,0?
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Figura 1 — Distribuicdo das notas da andlise sensorial referente a opinido geral sobre as bebidas.
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Figura 2 Distribuicdo das notas da analise sensorial referente a consisténcia das bebidas.
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Figura 3 — Distribuicdo das notas da andlise sensorial referente ao sabor das bebidas.

A anélise sensorial mostrou aceitacdo regular das duas bebidas por parte dos
provadores. A nota media acerca da opinido geral das bebidas produzidas com soja verde e
madura foram 5,6 e 6,0, respectivamente, o que corresponde a “gostei ligeiramente” na escala
heddnica de preferéncia. Para os trés atributos avaliados, opinido geral, sabor e consisténcia,
ndo foi verificada diferencga significativa na preferéncia dos provadores, portanto a hipdtese
levantada inicialmente de que a bebida produzida com extrato de soja verde teria

caracteristicas sensoriais superiores as da bebida produzida com extrato de soja madura nao
foi confirmada

Conclusoes

O extrato hidrossoltvel de soja verde apresentou teor de aglcares mais elevado que o
extrato produzido a partir de soja madura. Apos a fermentacdo ambos 0s extratos
apresentaram composicdo de agucares e amido semelhantes e contagem de celulas vidveis de
probidticos muito proximas. As bebidas produzidas a partir dos extratos fermentados nao



diferiram em relacdo & preferéncia dos provadores. Durante 0 armazenamento o extrato de
soja verde apresentou alteragao de cor.
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