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RESUMO 

 

ROCHA, Juliana de Cássia Gomes, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, março de 

2013. Adição dos corantes naturais antocianinas e luteína em bebidas formuladas 

com proteínas de soro de leite. Orientador: Paulo Cesar Stringheta. Coorientadores: 

Antônio Fernandes de Carvalho e Valéria Paula Rodrigues Minim. 

 

A tendência atual pelo consumo de alimentos mais saudáveis, nutritivos e com 

funcionalidades adicionais, leva à busca de novos produtos e ingredientes que possam 

atender as necessidades destes consumidores. O desenvolvimento de um alimento à 

base de proteínas de soro de leite, ricas em aminoácidos essenciais, adicionado de 

antocianinas e luteína, de elevada atividade antioxidante, torna-se um importante aliado 

na alimentação de indivíduos que buscam saúde e bem estar. Neste contexto, o objetivo 

deste trabalho foi formular e caracterizar bebidas com diferentes teores de proteínas de 

soro de leite adicionadas de antocianinas e luteína; determinar o conteúdo de 

antocianinas totais, fenólicos totais, carotenoides totais e capacidade antioxidante; bem 

como a aceitabilidade sensorial e estabilidade das formulações. As bebidas foram 

caracterizadas quanto aos parâmetros físico-químicos (pH, acidez titulável, SST, teor de 

proteínas e cor) e microbiológicos. Foram desenvolvidas bebidas com 0,5%, 2,0%, 

4,0% e 6,0% de proteínas de soro de leite, cada qual, adicionadas de luteína e 

antocianinas. As análises físico-químicas indicaram que a concentração de proteína 

alterou significativamente (p<0,05) os valores de acidez e os teores de sólidos solúveis 

totais das bebidas. O mesmo foi observado para fenólicos totais e atividade antioxidante 

dos formulados adicionados de extrato de antocianinas. Pelas coordenadas 

colorimétricas, as bebidas formuladas com extratos de antocianinas apresentaram 

tonalidades de cores claras (altos valores de L*), que tendiam ao vermelho (pequeno 

ângulo h*), ou seja, proximidade do eixo a*, característico da presença de antocianinas, 

enquanto que para as bebidas adicionadas de luteína, apresentaram maiores valores do 

ângulo h*, indicando maior proximidade do eixo b*, tendendo a coloração amarela. Os 

valores de C* foram elevados, indicando coloração amarela intensa para as bebidas com 

luteína. Não houve alteração significativa (p>0,05) no teor de antocianinas e 

carotenoides das bebidas em função da concentração de proteínas. A atividade 

antioxidante dos formulados adicionados de extrato de jabuticaba foi superior aos 

adicionados de luteína. Os valores das contagens microbiológicas mostraram que todas 

as formulações são consideradas seguras para o consumo. As formulações F1, F2 e F3, 
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foram igualmente aceitas quanto à impressão global, enquanto que para o atributo cor as 

formulações mais aceitas foram F2 e F3. Para as bebidas adicionadas de luteína a 

formulação mais aceita quanto à impressão global foi a F6 e para o atributo cor foram as 

formulações F6 e F7. Com base nos resultados da aceitabilidade sensorial, foram 

escolhidas as formulações F3 e F6 para realizar o estudo de estabilidade. O estudo da 

estabilidade das bebidas mostrou que não houve alteração significativa (p>0,05) do teor 

dos compostos bioativos, das características físico-químicas e colorimétricas. Apenas 

para os valores de ΔE*, houve alteração significativa (p<0,05), indicando diferença da 

coloração entre as formulações no tempo 0 (inicial) e tempo 60 (final). Verificou-se que 

a condição de refrigeração (5 ºC) mostrou ser eficiente no armazenamento destas 

bebidas, contribuindo para manter as características físico-químicas, bioativas e 

atividade antioxidante. É possível a utilização de corantes naturais na formulação de 

bebidas proteicas, pois além de manterem os parâmetros físico-químicos, bioativos e 

microbiológicos, apresentou padrão de cor e sabor bem aceitos pelos consumidores, 

oferecendo-lhes um produto diferenciado, com alto valor agregado, além de trazer saúde 

e bem estar contribuindo para boa forma física.  
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ABSTRACT 

 

ROCHA, Juliana de Cássia Gomes, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, March, 

2013. Addition of natural colorantes anthocyanins and lutein in drinks made with 

whey protein. Adviser: Paulo Cesar Stringheta. Co-advisers: Antônio Fernandes de 

Carvalho and Valéria Paula Rodrigues Minim. 

 

The current trend by consuming more healthy foods, nutritious and with additional 

features takes to the search for new products and ingredients that they can meet the 

needs of these consumers. The development of a food based on protein whey, rich in 

essential amino acids, added of anthocyanins and lutein, with high antioxidant activity; 

it becomes an important ally in the feeding of individuals searching for health and 

wellness. In this context, the objective of this study was to formulate and characterize 

drinks with different levels of whey proteins added lutein and anthocyanins; determine 

the content of total anthocyanins, total phenolics, total carotenoids and antioxidant 

capacity, as well as the sensory acceptability and stability of formulations. The drinks 

was characterized as the physico-chemical parameters (pH, titratable acidity, TSS, 

protein content and color) and microbiological. Drinks was developed with 0.5%, 2.0%, 

4.0% and 6.0% of whey proteins, each, added lutein and anthocyanins. The physico-

chemical analyzes indicated that the protein concentration significantly altered (p <0.05) 

values of acidity and total soluble solids of the drinks. The same was observed for total 

phenolics and antioxidant activity of the formulated added extract of anthocyanins. 

Through the colorimetric coordinates, beverages formulated with extracts of 

anthocyanins showed shades of light colors (high values of L*), that tended to red 

(small angle h*), in other words, the proximity of the axis a*, characteristic of the 

presence of anthocyanins, while for drinks added lutein showed higher values of angle 

h* indicating proximity of the b* axis, tending to yellow. The values of C * were high, 

indicating intense yellow color to drinks with lutein. There was not significant alteration 

(p> 0.05) on the anthocyanins level and carotenoids drinks depending on the protein 

concentration. The antioxidant activity of the formulated added of extract of jabuticaba 

was upper to the added of lutein. The values of microbiological counts showed that all 

formulations are considered safe for consumption. The formulations F1, F2 and F3 was 

also accepted as to global impression, while for the color formulations was more 

accepted F2 and F3. For the drinks with added lutein, the most accepted formulation as 
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to global impression was the F6 and for the color formulations were F6 and F7. Based 

on the results of the sensory acceptability were chosen formulations F3 and F6 to realize 

the stability study. The study of the stability of the drinks showed there was no 

significant alteration (p> 0.05) of the content of bioactive compounds, the physico-

chemical and colorimetric. Only the values of ΔE*, was significant change (p <.05), 

indicating the color difference between formulations at time 0 (initial) and time 60 

(final). It was verified that the cooling condition (5º C) showed be efficient in storing 

these drinks contributing to maintain the physico-chemical and bioactive antioxidant 

activity. It is possible the use of natural colorants in the formulation of protein drinks 

because besides maintenance the physico-chemical parameters, microbiological and 

bioactive, presented a pattern of color and flavor well accepted by consumers, offering 

them a differentiated product with high value added, in addition to bringing health and 

wellness contributing to good physical shape. 
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1. INTRODUÇÃO  

A busca por qualidade de vida tem estimulado a população à prática de atividade 

física aliada a uma alimentação saudável, uma vez que a qualidade da dieta e o estilo de 

vida do indivíduo estão diretamente relacionados com saúde e bem-estar. Inúmeros 

estudos mostram que a alimentação inadequada é a principal causa de doenças crônicas 

não transmissíveis como o diabetes, câncer e doenças coronarianas.  

As proteínas de soro de leite têm se popularizado devido às suas propriedades 

biológicas e tecno-funcionais. Possuem elevado teor de aminoácidos essenciais de 

cadeia ramificada (isoleucina, leucina e valina). Estes aminoácidos específicos 

estimulam vias intracelulares associadas com a síntese de proteínas musculares 

(KATSANOS et al., 2006; PESCUMA et al., 2010) e pode desempenhar um papel na 

resposta hormonal para alimentação, como estimular a secreção de insulina (CALBET e 

MACLEAN, 2002; PESCUMA et al., 2010).  Estas proteínas são uma excelente fonte 

de cálcio, que desempenha proteção contra risco de osteoporose, fratura dos ossos e 

outros problemas de saúde, como a obesidade. São mais bem absorvidas no organismo e 

atuam na síntese de proteínas musculares, sendo muito utilizadas por atletas e 

praticantes de atividades físicas, para proporcionar um aumento no ganho de massa 

muscular.  

As características apresentadas por estas proteínas tem levado ao aumento de seu 

emprego como ingrediente alimentar em muitos produtos e motivado mais pesquisas 

sobre o desenvolvimento de novas técnicas para a sua concentração, separação e 

fracionamento.  

Alguns ingredientes têm contribuído para conferir funcionalidade aos alimentos 

como, por exemplo, as substâncias bioativas. Os compostos bioativos são constituintes 

extranutricionais que ocorrem tipicamente em pequenas quantidades nos alimentos e 

podem desempenhar diversos papéis em benefício à saúde (CARRATU e SANZINI, 

2005). Os corantes naturais, antocianinas e luteína, são compostos bioativos 

encontrados na natureza, que além da função de colorir possuem características 

biológicas específicas que lhes conferem uma excelente atividade antioxidante. A 

atividade antioxidante por sua vez, é a capacidade que certas substâncias têm de reduzir 

ou bloquear a velocidade das reações de oxidação induzidas por radicais livres através 

de mecanismos distintos, contribuindo para a prevenção de uma série de doenças que 

são causadas pelo estresse oxidativo do organismo. 
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As antocianinas pertencem à classe dos flavonoides do grupo dos compostos 

fenólicos, possuem um espectro de cor que vai do vermelho ao azul, apresentando-se 

também como uma mistura de ambas as cores, resultando em tons de púrpura 

(CASTAÑEDA-OVANDO et al., 2009).  Enquanto a luteína pertence ao grupo dos 

carotenoides, à classe das xantofilas, não possuem atividade pró-vitamínica, entretanto, 

são substâncias ativas contra a degeneração macular relacionada à idade e a catarata. 

Estudos realizados há décadas demonstram que os carotenoides com nove ou mais 

duplas ligações conjugadas possuem alto potencial antioxidante, uma função biológica 

que é independente de qualquer atividade provitamina A (FAULKS e SOUTHON, 

1997).  

A potencialidade observada nos compostos bioativos para utilizá-los como 

ingrediente surge como um aliado para o desenvolvimento de novos produtos, com 

apelo funcional, enquanto que as proteínas de soro de leite apresentam-se como uma 

alternativa para o aumento da ingestão de proteínas de alta qualidade tanto para 

praticantes de atividade física como para consumidores em geral. 

Diante desse contexto, o desenvolvimento de uma bebida constituída de 

proteínas de soro de leite adicionada de corantes naturais torna-se um excelente aliado 

para alimentação de indivíduos que buscam por qualidade de vida, além de atender as 

necessidades nutricionais específicas.  
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REVISÃO DE LITERATURA 

 

1. Soro de Leite 

O soro do leite constitui-se o líquido remanescente após a precipitação e 

remoção da caseína do leite durante a fabricação de queijo. É classificado como soro 

doce e ácido, sendo distinguidos pela indústria de laticínios de acordo com seu pH. O 

soro doce provém da coagulação enzimática do leite, que tem a propriedade de coagular 

a caseína, possui pH entre 6,3 e 6,6. Já o soro ácido, com pH entre 4,3 a 4,6, provém da 

coagulação ácida do leite para a fabricação de queijos como camembert ou petit suisse 

(GIRALDO-ZUÑIGA et al., 2004). Até o final dos anos sessenta, o soro era utilizado 

principalmente para alimentação de animais como porcos ou mesmo espalhado pelo 

campo ou direcionado para o sistema de esgoto com drásticas consequências ambientais 

(COIMBRA e TEIXEIRA, 2009). 

O soro é considerado um coproduto de grande importância na indústria de 

laticínios devido ao alto volume produzido e à sua composição nutricional, a produção 

de 1kg de queijo rende de 8 a 9 kg de soro. Contém mais da metade dos sólidos 

presentes no leite incluindo as proteínas globulares que representam 20% do total das 

proteínas presente no leite (REKTOR e VATAI, 2004; BALDASSO et al., 2011a).  

Dentre os compostos que constituem o soro estão lactose, gordura, sais minerais 

e proteínas globulares. Em sua composição o soro possui a mistura de diversas 

proteínas, atribuindo características tecno-funcionais e nutricionais importantes aos seus 

produtos, tornando-se de grande potencial para utilização. As principais proteínas 

presentes são: a β-lactoglobulina, a α-lactalbumina, proteose-peptona, imunoglobulinas, 

albumina do soro bovino (BSA) e proteínas em menores quantidades como lactoferrina, 

lactolina, glicoproteina, transferrina de sangue e enzimas (HARPER, 1994; SILVA et 

al., 2004). O soro possui também boas concentrações de cálcio, sódio, magnésio, 

potássio e fósforo, além de ser rico em vitaminas hidrossolúveis (MACHADO et al., 

2002). 

Os componentes constituintes do soro de leite e suas respectivas concentrações 

são apresentados na Tabela 1. 
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Tabela 1 – Composição do leite e soro doce 

Constituinte 
Leite 

(% m/m) 

Variação 

(% m/m) 

Soro Doce 

(% m/m) 

Variação 

(% m/m) 

Água 87,1 83,5 - 88,7 93,88 93,0 - 94,0 

Sólidos não gordurosos 8,9 7,9 - 10 6,12 6,2 - 7,0 

Lactose 4,6 3,8 - 5,3 5,0 4,6 - 5,0 

Gordura 3,6 2,5 - 5,5 0,05 0,03 - 0,07 

Proteínas 3,4 2,3 - 4,4 0,81 0,5 - 0,9 

Caseínas 2,6 1,7 - 3,5 - - 

Minerais 0,7 0,57 - 0,83 0,66 0,65 - 0,67 

Ácidos Orgânicos 0,17 0,12 - 0,21 - - 

Diversos 0,15 - - - 

Fonte: Walstra et al., 2006; Silva e Treichel, 2006. 

 

1.1  Proteínas do Soro de Leite 

O leite é um produto rico em proteínas que possuem características funcionais, 

devido ao padrão de aminoácidos presentes em sua estrutura. Os aminoácidos podem 

ser classificados em essenciais, aqueles que não são sintetizados pelo organismo e 

devem ser obtidos através da dieta e não essenciais, aqueles que podem ser sintetizados 

pelo organismo obtidos através da dieta (ANTUNES, 2003). 

A proteína mais abundante no leite são as caseínas, que consiste em várias 

frações (alfa s1, alfa s2, beta, kappa), se apresentam em uma partícula coloidal 

conhecida como micela de caseína. O segundo grupo de proteínas são as proteínas do 

soro, que aparecem em menor concentração, estão na forma globular, são solúveis em 

água e sensíveis ao calor (GOFF & HILL, 1993; RAIKOS, 2010).  

As proteínas exercem inúmeras funções biológicas sobre o organismo humano. 

Dentre elas destacam-se reparação celular, construção e reparação dos ossos, provem 

energia e regula uma série de processos metabólicos (ANTUNES, 2003). 

As proteínas do soro são um grupo de proteínas recuperadas da fabricação de 

queijo, sua funcionalidade e utilização como ingredientes alimentares têm sido 

estudados extensivamente (BRYANT e MCCLEMENTS, 1998; FOEGEDING et al., 

2002; ZHANG e ZHONG, 2010). O componente mais valioso do soro são as proteínas, 

mas em quantidade reduzida, sendo necessárias etapas de concentração para realçar suas 

propriedades funcionais, tais como solubilidade, emulsificação e formação de espuma 

(PAGNO et al., 2009). 
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As proteínas do soro de leite são proteínas globulares, sendo as mais abundantes 

a β-lactoglobulina e α-lactoalbumina que representam, respectivamente, cerca de 50% e 

20% do total das proteínas do soro (SCHOKKER et al., 2000). A β-lactoglobulina 

apresenta-se em uma concentração de aproximadamente 0,3 mg·mL
-1

, a α-lactalbumina 

em menor concentração, aproximadamente 0,1 mg·mL
-1

, a albumina sérica 0,04 mg·mL
-

1
 e imunoglobulina 0,08 mg·mL

-1
 (ADAMS et al., 2006). 

A composição das proteínas presente no leite bovino é apresentada na Tabela 2. 

 

Tabela 2 – Composição das proteínas do leite bovino 

Proteínas do Leite            g/L   % de Proteína 

Total de proteínas 33 100 

Total de caseínas 26 79,5 

αs1 10 30,6 

αs2 2,6 8,0 

β 9,3 28,4 

κ 3,3 10,1 

Total de proteínas do soro 6,3 19,3 

α-Lactoalbumina 1,2 3,7 

β-Lactoglobulina 3,2 9,8 

       Albumina de soro bovino 0,4 1,2 

Imunoglobulinas 0,7 2,1 

Proteases peptonas 0,8 2,4 

Fonte: Walstra e Jennes, 1984;Raikos, 2010. 

 

As proteínas do soro são utilizadas para aumentar o valor nutricional de produtos 

alimentícios enriquecidos, como bebidas e sopas, e como suplemento alimentício para 

pessoas que demandam uma maior ingestão diária de proteínas, como atletas, idosos e 

crianças (CHILDS et al., 2007 ). 

As proteínas utilizadas como ingredientes, normalmente se encontram na forma 

de um concentrado, em que o teor de proteína pode chegar até 80% ou na forma de um 

isolado, em que o teor de proteína é acima de 90%. O concentrado proteico de soro é 

designado como WPC (whey protein concentrate) seguido do número que representa a 

porcentagem de proteínas presente. Como exemplo; WPC80 é um concentrado proteico 

de soro com um teor de proteína de 80% (m/m). O isolado proteico de soro é 
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representado pela sigla WPI (Whey protein isolate), sendo que a porcentagem mínima 

de proteína não deve ser inferior a 90% (m/m) (CHILDS et al., 2007). 

As proteínas de soro possuem inúmeros benefícios nutricionais uma vez que 

contém aminoácidos essenciais que as tornam uma fonte completa de proteínas. A 

combinação de proteínas, aminoácidos de cadeia ramificada e minerais presentes nas 

proteínas de soro de leite podem ajudar a promover a massa corporal magra e limites 

nos depósitos lipídicos no tecido adiposo, devido a sua fácil absorção no organismo 

(HA e ZEMEL, 2003). 

Dentre todas as proteínas presentes no soro, serão abordados nos próximos itens 

as que são mais abundantes. 

1.1.1 β-lactoglobulina 

A β-lactoglobulina é uma proteína globular com uma massa molar de 18,3 kDa e 

existe principalmente como um dímero em pH neutro. A β-lactoglobulina nativa possui 

duas ligações dissulfeto e um grupo tiol livre, que está na parte interior da estrutura 

proteica (SCHOKKER et al.,2000). 

A molécula da β-lactoglobulina é composta por 162 aminoácidos, com inúmeras 

variantes genéticas, sendo que as mais abundantes são a A e B que diferem em duas 

posições de aminoácidos: Asp64 (aspartato) e Val118 (valina) são substituídos por Gly 

(glicina) e Ala (alanina), respectivamente. A estrutura dessa proteína depende do pH do 

meio, sendo que o pH do seu ponto isoelétrico é 5,2 (ANTUNES, 2003). A                    

β-lactoglobulina possui uma estrutura que contribui para que ela seja uma proteína 

bastante estável em solução, atuando em uma faixa muito ampla de pH, podendo formar 

diferentes associações (TAULIER e CHALIKIAN, 2001; SGARBIERI, 2005). 

É uma proteína que é facilmente desnaturada dependendo da temperatura, sendo 

considerada termossensível.  Os efeitos produzidos pela ação da temperatura são vários, 

dentre eles destacam-se a perda de solubilidade e a exposição de algumas regiões da 

molécula que podem interagir com outros componentes de sistemas complexos. 

Algumas modificações da conformação da estrutura da proteína podem ser reversíveis 

em torno de 50 ºC e irreversíveis em torno de 65-70 ºC (IAMETTI et al., 1996; 

SGARBIERI, 2005). 

A β-lactoglobulina tem a capacidade de se ligar a uma gama de compostos, 

quando isolada do leite possui ácidos graxos que estão naturalmente ligados. A 

capacidade de ligação desta proteína aos ácidos graxos torna-lhe como um eficiente 
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agente emulsificador apreciado pelas indústrias de alimentos (LIANG e SUBIRADE, 

2010). 

Uma das propriedades importantes da β-lactoglobulina é a capacidade de se ligar 

a compostos hidrofóbicos e anfifílicos, atuando sobre as propriedades físicas, químicas 

e biológicas de alguns compostos (LIANG e SUBIRADE, 2010). 

 Liang et al. (2008) demonstraram em seus estudos que a β-lactoglobulina pode 

formar um complexo com o resveratrol, sem ter efeitos sobre a estrutura secundária da 

proteína, a complexação proporciona um aumento significativo da solubilidade do 

resveratrol em solução aquosa e melhora sua fotoestabilidade.  

Hattori et al. (1995) verificaram em seus estudos o efeito protetor da                  

β-lactoglobulina sobre a β-ionona (composto responsável pela atividade pró-vitamínica 

A de alguns carotenoides), foram realizados complexos do retinol e β-caroteno com a 

proteína e avaliada a degradação por oxidação, aquecimento e radiação, verificou-se que 

a β-lactoglobulina tem um efeito protetor sobre a β-ionona de compostos de degradação 

por oxidação, aquecimento e radiação.  

1.1.2  α- lactoalbumina 

A segunda proteína mais abundante no soro é α-lactoalbumina, que compreende 

cerca de 2% da proteína total do leite e 15-25% das proteínas do soro, sendo que a de 

maior concentração é da β-lactoglobulina (BALDASSO et al., 2011b). Possui 123 

resíduos de aminoácidos com massa molar de aproximadamente 14 kDa. A α-

lactoalbumina é uma proteína globular compacta e se manifesta como monômero no pH 

natural do leite, pH 6,6  (ANTUNES, 2003). 

O aminoácido que se apresenta em maior concentração é o triptofano, um 

aminoácido essencial, que tem efeitos benéficos na diminuição do estresse, é também 

rica em lisina, leucina, treolina e cisteína. A proteína é uma molécula globular, 

desnatura-se a 65,2 ºC, na maioria das vezes essa desnaturação é reversível com o 

resfriamento (ANTUNES, 2003). 

A estrutura da α-lactoalbumina é estabilizada por quatro ligações dissulfeto. Sua 

estrutura primária apresenta algumas semelhanças de sequências de aminoácidos com a 

lisozima do ovo de galinha. O íon cálcio na α-lactoalbumina tem um papel estrutural 

sendo requerido para desdobramento e formação da ligação dissulfeto nativa da proteína 

desnaturada (DAMODARAN et al., 2010). 
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Alguns estudos mostraram que a α-lactoalbumina em solução sofre desnaturação 

reversível a 64 °C e irreversível quando aquecida em mistura com β-lactoglobulina e 

albumina de soro bovina (BSA). Com um tratamento térmico severo, ocorre a ruptura 

das ligações dissulfeto, assim os grupos sulfidrilas livres reagem com grupos 

semelhantes da β-lactoglobulina, formando ligações intermoleculares (SGARBIERI, 

2005). 

Uma das aplicações importantes da α-lactoalbumina é na formulação de 

alimentos infantis, uma vez que é uma proteína que também é predominante no leite 

humano. Embora algumas formulações tenham maior concentração de β-lactoglobulina 

do que α-lactoalbumina, estudos estão sendo realizados para que as formulações sejam 

feitas com uma maior concentração de α-lactoalbumina, aproximando mais da 

composição do leite humano. Essa proteína possui uma concentração relativamente 

elevada de triptofano e outros aminoácidos essenciais em comparação com o leite de 

vaca integral. O triptofano é o precursor do neurotransmissor serotonina, responsável 

pela regulação de muitos efeitos neurocomportamentais (LIEN, 2003).  

Uma função biológica importante da α-lactoalbumina é atuar como coenzima na 

síntese de lactose. A α-lactoalbumina altera a afinidade da galactosiltransferase para a 

glicose, assim sendo, a lactose é produzida mais eficientemente. A enzima lactose 

sintetase é necessária para a produção de lactose e subsequente movimento da água nas 

vesículas secretoras mamárias, atuando no controle da lactação e secreção do leite. A 

lactose é considerada o principal regulador osmótico que influencia no volume de leite. 

Assim há um interesse na produção de leite rico em α-lactoalbumina, por ser precursora 

da lactose, quanto mais lactose maior o volume de leite produzido (COLMAN, 1996). 

1.1.3 Outras Proteínas 

As demais frações proteicas que compõe o soro de leite são albumina de soro 

bovino (BSA), as imunoglobulinas (Ig), lactoferrina, lactoperoxidase, 

glicomacropeptídeo (GMP) e proteases peptonas, que são consideradas proteínas 

minoritárias por estarem presentes em pequena concentração (BALDASSO, 2008). 

A albumina de soro bovino (BSA) é a proteína que está presente no plasma 

sanguíneo e serve como depósito, assim como transporte de proteína para outros 

compostos. Sua molécula possui uma massa molar de 66 kDa, possui uma única cadeia 

polipeptídica contendo cerca de 580 aminoácidos. Algumas mudanças conformacionais 

ocorrem em sua estrutura de acordo com o pH do meio, na faixa de 2,80 a 4,40 as 
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mudanças conformacionais são reversíveis. A estrutura secundária da albumina bovina 

contém muitos resíduos de cistina e estes são helicoidais em grande parte da cadeia. 

Possui alta estabilidade e solubilidade devido à capacidade de isolamento de outros 

compostos. É a principal proteína que contribui para a pressão coloidal osmótica do 

sangue (NAKAMURA et al., 1997; JR et al., 2006).  

As imunoglobulinas (Igs) são proteínas de alta massa molar, sua estrutura básica 

é semelhante entre todas suas classes, quatro das cinco classes das imunoglobulinas 

estão presentes no leite bovino IgA, IgE, IgG e IgM. A massa molar dessas proteínas 

variam de 150-1000 kDa. A molécula de IgG bovina ocorre predominantemente  em 

duas subclasses: IgG1 e IgG2, com IgG1 representando mais de 90%. As 

imunoglobulinas predominante na maioria dos outros leites de mamíferos, incluindo o 

leite humano são IgA, IgG1 e IgG2 que são monômeros com massa molar de 

aproximadamente 150 kDa, IgA ocorre como um monômero ou um dímero com massa 

molar de aproximadamente 385 kDa, enquanto IgM é composto por cinco monômeros 

de massa molar de aproximadamente de 900 kDa (ELFSTRAND et al., 2002). 

As imunoglobulinas exercem funções importantes sobre o recém-nascido, 

devido à elevada concentração das proteínas de soro no colostro. Elas provêm 

imunidade para o filhote através do colostro, esta proteção ocorre até que o animal seja 

adulto o bastante para sintetizar seus próprios anticorpos (SGARBIERI, 2004; 

BALDASSO, 2008). 

A lactoferrina é uma glicoproteína de 80 kDa, que liga-se com o ferro, sua 

concentração é relativamente baixa e varia com a estação de ordenha, estando na faixa 

de 2-40 mg·L
-1

. No leite humano a concentração de lactoferrina é bem maior, na faixa 

de 1000-3000 mg·L
-1

. Esta proteína isolada do soro de leite é utilizada em fórmulas para 

lactentes, sendo realizada uma formulação semelhante ao do leite humano 

(WAKABAYASHI et al., 2006; SAUFI e FEE, 2011). Muitos estudos são realizados 

analisando os efeitos benéficos da lactoferrina para a saúde humana. Esta fração 

proteica pode desempenhar um papel de defesa e apresentar uma variada gama de 

atividades biológicas, incluindo as atividades antimicrobiana, antiviral e antioxidante 

(BAVEYE et al.,1999 ; CHIERICI, 2001; WAKABAYASHI et al., 2006). 

Lactoperoxidase é uma glicoproteína contendo 608 aminoácidos dando-lhe uma 

massa molar de aproximadamente 78 kDa. Exerce atividade bacteriostática e 

bacteriocina, contribuindo para o sistema de defesa do hospedeiro. Para exercer a 

função antimicrobiana a lactoperoxidase necessita da presença de peróxido de 
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hidrogênio e tiocianato (BOOTS e FLORIS, 2006). No leite age como um inibidor de 

bactérias, particularmente as patogênicas Salmonella e Streptococcus, na presença de 

peróxido e tiocianato, que estão presentes no leite (SGARBIERI, 2005). A 

lactoperoxidase tem a capacidade de degradar o peróxido de hidrogênio, esta 

propriedade pode ser usada como um indicador de processo de pasteurização do leite, 

pois sua atividade deve permanecer, em boa parte, após pasteurização adequada do leite 

(SGARBIERI, 2005; TAYEFI-NASRABADI et al., 2011). 

O glicomacropeptídeo (GMP) possui uma massa molar de aproximadamente 

6,7 kDa, é considerado um peptídeo resistente ao calor assim como à algumas mudanças 

de pH. Muitos autores não o consideram como um peptídeo do soro, na verdade o GMP 

é liberado da k-caseína pela ação do coalho durante a produção de queijo. O soro de 

leite obtido por coagulação enzimática contém o GMP, enquanto que o soro ácido não 

contém este peptídeo. O GMP corresponde de 15 a 25% do total das proteínas do soro 

(ABD EL-SALAM et al., 1996). 

Para finalizar a revisão das frações proteicas do soro destacam-se as proteases 

peptonas (PPs), que são uma mistura complexa de glicoproteínas, fosfoproteínas, e 

peptídeos. É uma fração termoestável e solúvel em ácido, pode ser separado de outras 

proteínas do leite por tratamento térmico e ajuste do pH para 4,6 (ANDREWS e 

ALICHANIDIS, 1983;  INNOCENTE et al., 2011b). Seus componentes podem ser 

divididos em PP3, PP5 e PP8 (INNOCENTE et al., 2011a).  Estudos demonstraram que 

as proteases peptonas obtidas a partir do leite de vaca tem uma boa atividade 

emulsificante. No sistema de emulsão óleo em água, a fração total de PPs realiza função 

emulsificante levando à redução da tensão interfacial. Isto implica que elas podem ser 

utilizadas como ingrediente funcional em diferentes produtos que exigem a presença de 

uma emulsão ou espuma estável (INNOCENTE et al., 1998). Com a possibilidade da 

utilização dessa fração como ingrediente na indústria de alimentos, leva a um aumento 

na demanda pela sua extração. Portanto surge a necessidade de processos de extração a 

partir de uma matéria-prima que é um coproduto da produção de queijo, que sejam mais 

vantajosos e principalmente economicamente viáveis (INNOCENTE et al., 2011a).    
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2. Propriedades Funcionais e Nutricionais das Proteínas do Soro 

As proteínas concentradas ou isoladas estão sendo cada vez mais estudadas 

como parte de ingredientes para produtos alimentícios, mas em maior intensidade os 

estudos estão sendo direcionados para o apelo funcional que estas proteínas exercem 

sobre o organismo humano. As proteínas concentradas estão sendo utilizados para 

fortificar produtos alimentícios e produzir uma variedade de lanches, sopas, bebidas e 

cremes para refeição ou como substituição de suplementação proteica para grupos com 

tal exigência como os idosos, esportistas, vegetarianos ou pacientes com câncer 

(TARREGA et al., 2012).  

Madureira et al. (2007) revisando estudos sobre as inúmeras funções biológicas 

das proteínas do soro, destacaram as propriedades antimicrobianas e antiviral, 

modulação do sistema imune e atividade anticarcinogênica. Dentre as propriedades 

destacam-se a importância dessas proteínas na regulação do sistema imune. As soro 

proteínas são ricas em aminoácidos como a cisteína, glutamato e glicina que são parte 

da estrutura primária dos seus peptídeos, estes contribuem para a produção de 

glutationa, um componente importante encontrado naturalmente em todas as células dos 

mamíferos. A glutationa atua na defesa do organismo contra o estresse oxidativo da 

célula, prevenindo a uma série de doenças, o aumento na produção de espécies reativas 

de oxigênio durante a injúria celular resulta no consumo desse componente carreador 

endógeno. O concentrado proteico de soro (WPC) é uma importante fonte de cisteína, 

sendo eficaz para a reposição de glutationa durante os estados de imunodeficiência, 

como na prevenção do câncer em animais e melhoria das funções imune do fígado.  

As proteínas do soro oferecem uma importante contribuição para a melhoria da 

força muscular e uma maior tendência de redução de quebra dos ossos. Estas 

características estão diretamente relacionadas com seu perfil de aminoácidos, devido à 

composição geral serem muito semelhante à do músculo esquelético, assim as proteínas 

do soro são consideradas um importante suplemento anabólico. As vantagens dessas 

proteínas em relação ao anabolismo muscular são devido a sua rápida absorção no 

organismo, juntamente com a abundância de leucina necessário para iniciar a síntese 

bem como a composição de aminoácidos, que fornece substratos para a síntese de 

proteínas (HA & ZEMEL, 2003). 

Com relação aos padrões de aminoácidos presentes nas proteínas do soro, estas 

apresentam todos os aminoácidos essenciais em excesso em relação às recomendações 
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propostas pela Organização Mundial da Saúde, exceto para os aminoácidos aromáticos 

(fenilalanina, tirosina) que não aparecem em excesso, mas atendem às recomendações 

para todas as idades.  Apresentam elevadas concentrações dos aminoácidos triptofano, 

cisteína, leucina, isoleucina e lisina (SGARBIERI, 2004). 

Pagno et al. (2009) obtiveram concentrado proteico de soro de leite e 

caracterizaram suas propriedades funcionais tecnológicas. Tais proteínas possuem alto 

valor nutricional, além de relevantes propriedades tecno-funcionais, tais como 

capacidade de emulsificação, capacidade em manter estável a emulsão e principalmente 

solubilidade. Estas propriedades tecnológicas foram avaliadas após a obtenção do 

concentrado proteico de soro por ultrafiltração e diafiltração. Ao final do experimento 

foi observado que as propriedades tecnológicas das proteínas foram mantidas, uma vez 

que não utilizou altas temperaturas, sendo que o processo de separação utilizado 

mostrou-se eficiente na preservação destas propriedades funcionais. 

3.  Processo de Separação por Membranas 

O processo de separação por membranas é uma tecnologia utilizada por muitas 

indústrias para a concentração e purificação de alguns compostos. A membrana age 

como uma barreira seletiva que retém os compostos maiores e permeia os menores de 

acordo com o diâmetro da membrana e massa molar de cada composto (HABERT et 

al., 2006).  

A indústria de laticínios tem sido particularmente uma das áreas de maior 

aplicação do sistema de membranas. O número de aplicações bem sucedidas desta 

tecnologia para o processamento de leite e derivados vem desde a década de 1970, a 

partir daí tornaram-se cada vez mais importantes e com novas aplicações. O 

desenvolvimento dessas novas aplicações muitas vezes era um resultado direto da 

evolução da ciência de membranas (POULIOT, 2008). Na década de 80, os estudos se 

concentraram na aplicação desse processo para concentração de leite para produção de 

alguns tipos de queijo. Esta tecnologia torna-se atraente para processamento de leite 

fluido, pois exige pouca energia, não utiliza tratamento térmico, preservando assim 

vários compostos que são perdidos durante o processo convencional (REKTOR e 

VATAI, 2004; CUARTAS-URIBE et al., 2009). 

Estas tecnologias abrem novas perspectivas para tirar proveito da diversidade 

das proteínas e de suas propriedades em diversos campos tais como qualidade 

nutricional (presença de aminoácidos essenciais e regulação através de seus 
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biopeptídeos derivados das principais funções fisiológicas dos seres humanos) e 

funcionalidade técnica (solubilidade, emulsificação, cremosidade e habilidades de 

formação de espuma, retenção de água, ajuste de viscosidade) (MAUBOIS et al., 2001; 

CORREIA et al., 2011). 

São várias as razões que ocasionaram o sucesso da aplicação das tecnologias de 

membranas na indústria de laticínios, tais como conhecimento profundo das 

características bioquímicas do leite e dos coprodutos como o soro, dinamismo das 

equipes de pesquisa, temperatura de processamento, alta poluição ambiental que se 

tornou inaceitável, provocada pela descarga de soro de queijo. Em alguns países a 

tecnologia de membranas é uma técnica comum, sendo que a presença de um 

equipamento de membrana em uma indústria de laticínios é equivalente ao de uma 

desnatadeira (CORREIA et al., 2011). 

O processo de microfiltração (MF) é utilizado como alternativa para substituir o 

tratamento térmico que é tradicionalmente aplicado no processamento de leite cru. 

Através de uma membrana de MF, pode-se separar de um leite desnatado aquecido 

todas as células somáticas, gordura residual e os micro-organismos. Além disso, 

membranas de microfiltração retêm esporos formadores de bactérias, os quais 

representam os principais sobreviventes à pasteurização (CORREIA et al., 2011). A 

membrana de microfiltração (MF) possui poros de 0,1 a 10 μm, ela retém partículas em 

suspensão e reduz a quantidade de bactérias e esporos presente no leite ou no soro de 

leite, que leva a uma vida útil mais longa do que a pasteurização. (BRANS et al., 2004; 

BOSCHI, 2006).  Um esquema dos processos de separação por membranas é 

apresentado na Figura 1. 
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Figura 1 – Filtração por Membranas: Microfiltração (MF), Ultrafiltração (UF), 

Nanofiltração (NF), Osmose Reversa (RO) (SABOYA e MAUBOIS, 2000).  

 

O processo de ultrafiltração (UF) é um método alternativo bastante atraente para 

as indústrias alimentícias, por ser um processo de concentração mais econômico, devido 

a não utilização do calor. É utilizado normalmente para reter macromoléculas, na 

indústria de laticínios tem sido usada na recuperação e fracionamento dos componentes 

do leite (BALDASSO et al., 2011a). 

O uso da ultrafiltração foi extensivamente aplicado ao soro, a fim de permitir o 

desenvolvimento de uma ampla variedade de concentrado de proteico de soro (WPC). A 

fabricação de WPC de alta qualidade exige um cuidado especial dos tratamentos 

tecnológicos aplicados ao leite usado para fazer queijo devido à termosensibilidade das 

proteínas do soro (COIMBRA e TEIXEIRA, 2009).  

Para as membranas de UF, o tamanho do poro é normalmente definido como 

"massa molar de corte" cuja unidade mais utilizada é o Dalton. Como o tamanho das 

proteínas é usualmente expresso em termos de sua massa molar, tornou-se usual 

caracterizar membranas de UF em termos de sua capacidade de reter proteínas de 

determinada massa molar. O termo "massa molar de corte" para membranas de UF 

designa o tamanho da proteína que será retida por uma membrana de determinada 

eficiência, dependendo da finalidade. A UF retém macromoléculas tais como proteínas 

ou partículas maiores que 0,001 a 0,02 µm (LEITE et al., 2006).  

S
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Sais 

Proteínas 
Partículas 



15 

 

As moléculas maiores do soro de leite como proteína e gordura são recuperadas 

por ultrafiltração, as que são mantidas na membrana são chamadas de retentado, 

enquanto a lactose e os sais são capazes de passar através da membrana, portanto, 

chamados de permeados (YEE et al., 2007). 

A nanofiltração (NF) realiza simultaneamente a separação e concentração dos 

sais principalmente espécies monovalentes como Na, K, H
+
 e Cl. O tratamento do leite e 

de permeados da UF por NF conduz a uma taxa de desmineralização em torno de 35% e 

quando há etapa de diafiltração a taxa chega a 42%. Isso gera benefícios como: redução 

de custos na condensação do permeado, menos depósito no evaporador final e melhorias 

no processo de cristalização da lactose (COIMBRA e TEIXEIRA, 2009). 

Cuartas-uribe et al. (2009) descrevem o processo de diafiltração como uma 

técnica utilizada para aumentar as taxas de purificação dos macro e microsolutos, 

usando uma taxa de permeação do fluxo que seja economicamente aceitável. O processo 

de diafiltração envolve três etapas principais: pré-concentração, diafiltração e pós-

concentração. 

A osmose reversa (OR) é um processo de separação por membranas amplamente 

utilizado na dessalinização, no reuso e no tratamento de águas, este processo visa gerar 

tanto água pura que é o permeado como soluções aquosas ricas em minerais ou outras 

moléculas de massa molar maior, chamado de concentrado (CARVALHO et al., 2001). 

Tendo em vista os processos de separação por membranas e as propriedades 

funcionais, fisiológicas e biológicas de cada uma das proteínas de soro de leite, há um 

crescente interesse no fracionamento destas proteínas, para sua aplicação nos diversos 

segmentos das indústrias farmacêutica, cosméticos, alimentícia e de biotecnologia.  

4. Alimentos Funcionais 

Uma alimentação rica em frutas e hortaliças fornece uma gama de macro e 

micronutrientes que são essenciais ao organismo, sendo que a maioria desses alimentos 

possui alguns compostos extranutricionais que exercem potente atividade biológica, 

comprovada cientificamente. Tais compostos são chamados de bioativos ou 

fitoquímicos e ocorrem tipicamente em pequenas quantidades nos alimentos. Estudos 

realizados com estes componentes inspirou o conceito de alimentos funcionais, que 

surgiu no Japão na década de 80 e era utilizado pela indústria para descrever alimentos 

enriquecidos com ingredientes específicos, que desempenhavam alguns benefícios à 

saúde humana (CARRATÙ e SANZINI, 2005). 
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Dada a importância de uma alimentação adequada e saudável e o papel que 

exerce na qualidade de vida, são grandes os esforços na área de ciência e tecnologia de 

alimentos, a fim de produzir alimentos capazes de promover o bem estar, a saúde e a 

redução do risco de doenças. Devido a isto houve o surgimento de um novo conceito de 

alimentos em nutrição, o de alimentos funcionais, que está relacionado à ação dos 

alimentos em alguns sistemas biológicos (MAIA e SANTOS, 2006). 

O alimento funcional é definido como alimento que além das funções 

nutricionais básicas, exerça efeitos metabólicos, fisiológicos ou efeitos benéficos para a 

saúde, devidamente seguro para o consumo humano (BRASIL, 1999). Os alimentos 

funcionais contêm substâncias com atividade biológica que agem promovendo a saúde, 

beneficiando a nutrição, incluindo alimentos fortalecidos, enriquecidos ou realçados que 

têm efeitos potencialmente benéficos à saúde, quando consumidos como parte de uma 

dieta variada em uma base regular em níveis eficazes (HASLER, 2000). 

Um alimento pode ser considerado funcional se for demonstrado que o mesmo 

pode afetar beneficamente uma ou mais funções alvo no corpo, além de possuir os 

adequados efeitos nutricionais, de maneira que seja tanto relevante para qualidade de 

vida quanto para a redução do risco de uma doença (ROBERFROID, 2002).  

Araújo e Araújo (1999) relataram que o alimento para ser denominado funcional 

deve atender pelo menos um dos seguintes critérios: conter um componente alimentar 

que afete uma ou um número limitado de funções no corpo, ter efeitos fisiológicos ou 

psicológicos positivo, além do efeito nutricional tradicional. Com base nestes critérios é 

possível observar que nem todo alimento pode ser considerado funcional, sendo que 

esta função será exercida de acordo com a característica individual de cada alimento e 

sua ação sobre o organismo. 

Segundo um relatório realizado pela Organização Mundial da Saúde (OMS)/ 

Organização das Nações Unidas para Agricultura e Alimentação (FAO), os hábitos 

alimentares juntamente com os padrões de vida são fatores importantes, que podem ser 

modificados, diminuindo o risco de  desenvolvimento de doenças como: doenças 

cardíacas, câncer, diabetes tipo 2, obesidade, doenças dentárias e osteoporose. Por este 

motivo a nutrição deve ser tratada dentre as políticas de saúde pública (OMS, 2003).  

O leite e seus derivados são produtos bastante aceitos pelo mercado consumidor 

por estarem relacionados a hábitos alimentares ditos saudáveis, já que são fontes de 

minerais importantes como o cálcio, proteínas como as caseínas e proteínas do soro, e 

vitaminas A e E. Tendo em vista o crescimento do mercado de produtos derivados do 



17 

 

leite e de alimentos funcionais, os produtos lácteos se apresentam como potenciais 

veículos de adição de substâncias benéficas à saúde, como a luteína, seu consumo está 

relacionado a prevenção da DMRI (XAVIER et al., 2012) e as antocianinas, compostos 

fenólicos importantes, que possuem uma excelente capacidade antioxidante, 

contribuindo para o combate as doenças crônicas degenerativas. 

5.  Antocianinas 

As antocianinas são pigmentos amplamente distribuídos na natureza, solúveis 

em água e de cor intensa, responsáveis pela coloração azul, vermelha, violeta e púrpura 

de muitas espécies do reino vegetal. Pertencem ao grupo dos flavonoides, compostos 

fenólicos caracterizados por apresentar o núcleo básico flavilium (cátion 2-

fenilbenzopirílio), o qual consiste de dois anéis aromáticos unidos por uma unidade de 

três carbonos, que são condensados por um oxigênio. A molécula de antocianina 

(Figura 2) é constituída por duas ou três porções, uma aglicona (antocianidina), um 

grupo de açúcares e, frequentemente, um grupo de ácido orgânico (FRANCIS, 1989; 

JACQUES e ZAMBIAZI, 2011). 

As formas antociânicas encontradas diferem quanto ao número de grupos 

hidroxílicos, no grau de metilação destes grupos, na natureza e no número de açúcares 

ligados à molécula e na posição dessas ligações (STRINGHETA e BOBBIO, 2000). A 

cor das antocianinas depende muito da sua estrutura química; do número e da posição 

dos grupos hidroxilas e metoxilas que a compõem, no entanto, o pH também é um fator 

importante que determina sua cor característica. Em meio extremamente ácido (pH entre 

1,0 e 2,0), as antocianinas apresentam coloração intensamente avermelhada, já em meio 

básico as antocianinas apresentam coloração azul e em meio extremamente básico 

apresentam coloração amarelada (LOPES et al., 2007). 
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Fonte: SILVA, 2011. 

Figura 2 – Estrutura química de uma antocianina, defilnidina-3-malonilglicosídeo-5-

glicosídeo.  

 

As antocianidinas livres são raramente encontradas em plantas, ocorrendo 

normalmente glicosiladas com açúcares que estabilizam a molécula (FRANCIS, 2000). 

As antocianinas podem ser glicosiladas por diferentes açúcares em diferentes posições, 

mas normalmente a glicosilação ocorre na posição C-3. Os açúcares; glicose, ramnose, 

xilose, galactose, arabinose e frutose são os açúcares mais comumente ligados às 

antocianidinas, ocorrendo como monoglicosídios, diglicosídios e triglicosídios 

glicosilados diretamente na aglicona (FRANCIS, 1989). 

As fontes de antocianinas comercialmente utilizadas são as cascas de uva e 

repolho roxo, há inúmeras outros frutos e flores que são estudadas como fonte deste 

pigmento; jabuticaba e açaí, inflorescência de capim gordura, berinjela, batata-doce 

roxa e alguns frutos não convencionais como camu-camu (SILVA, 2011). Uma das 

grandes dificuldades da inserção de novas fontes desse pigmento para uso comercial é 

devido a sua estabilidade, há uma série de fatores que contribuem para a degradação e 

dificulta utilização. Dentre estes fatores destacam-se a temperatura, tempo de 
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armazenamento, presença de luz, oxigênio, pH, solventes, concentração do corante, 

estrutura, enzimas, entre outros aspectos (CAVALCANTI et al., 2011). 

Estudos recentes relacionam a ingestão de frutas e hortaliças com propriedades 

antioxidantes e a diminuição do risco e desenvolvimento de algumas doenças crônico-

degenerativas. A indústria de alimentos buscando atingir o anseio dos consumidores por 

produtos naturais que tenha propriedades benéficas para o organismo tem utilizado 

pigmentos naturais correlacionados com sua atividade antioxidante nos alimentos. O 

uso desses pigmentos é um fator essencial para a funcionalidade, bem como para a 

agregação de valor à imagem do produto final (FALCÃO et al., 2007). 

Uma das propriedades de maior evidência das antocianinas é sua atividade 

antioxidante. Elas são incluídas na lista dos compostos naturais capazes de agir como 

potentes antioxidantes. As células e tecidos do organismo humano estão continuamente 

sofrendo agressões causadas pelos radicais livres e espécies reativas do oxigênio, os 

quais são produzidos durante o metabolismo normal do oxigênio ou são induzidos por 

danos exógenos. As antocianinas apresentam uma deficiência natural de elétrons, que as 

torna muito reativas, por este motivo apresentam uma grande sensibilidade a mudanças 

de pH e temperatura (VOLP et al., 2008). 

Em relação à saúde, os antioxidantes são capazes de estabilizar ou desativar os 

radicais livres antes que ataquem os alvos biológicos nas células. Os antioxidantes são 

um conjunto heterogêneo de substâncias formadas por vitaminas, minerais, pigmentos 

naturais e outros compostos vegetais e, ainda, enzimas, que bloqueiam o efeito danoso 

dos radicais livres (ATOUI et al., 2005).  

O potencial antioxidante das antocianinas é regulado por suas diferenças na 

estrutura química, é dependente do número e da posição dos grupos hidroxilas e sua 

conjugação, assim como da presença de elétrons doadores no anel da estrutura, devido à 

capacidade que o grupo aromático possui de suportar o desaparecimento de elétrons. Os 

mecanismos de ação antioxidante incluem suprimir a formação de espécies reativas 

tanto pela inibição enzimática quanto por quelar traços de elementos envolvidos na 

produção de radicais livres, eliminar espécies reativas de oxigênio e manter o 

mecanismo antioxidante de defesa regular e protegido (KUSKOSKI et al., 2004). 

Cavalcanti et al. (2011) revisando estudos sobre os mecanismos de estabilização 

das moléculas de antocianinas destacaram a gama de atividades biológicas que este 

pigmento pode desempenhar no organismo, dentre elas estão a capacidade antioxidante, 

anti-inflamatória, anti-câncer, atividades quimiopreventivos, inibição de doenças 
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coronarianas e inibição da agregação plaquetária. Há uma tendência e interesse mundial 

para a maior utilização nos alimentos de corantes a partir de fontes naturais, em vez de 

corantes sintéticos, como consequência das preferências dos consumidores e da 

intensificação de estudos nesta linha demonstrando a atividade benéfica de tal 

composto, além de medidas legislativas de alguns países que não permitem o uso de 

certos corantes sintéticos nos alimentos devido aos seus efeitos alergênicos. 

6.  Luteína 

Os carotenoides são uma das principais classes de pigmentos naturais, e sua 

distribuição no reino vegetal é bastante ampla. São compostos lipossolúveis e 

apresentam uma grande diversidade estrutural e numerosas funções importantes para a 

saúde humana. Existem aproximadamente 600 pigmentos carotenoides presentes na 

natureza sendo que desses, somente 40 são regularmente consumidos na dieta humana. 

Os seis carotenoides presentes em maior quantidade no plasma sanguíneo são o β-

caroteno, α-caroteno, luteína, licopeno, zeaxantina e criptoxantina. Altas concentrações 

no plasma destes carotenoides estão associadas ao decréscimo do risco de angiogênese, 

cardiopatias e cataratas (FAULKS e SOUTHON, 1997).  

A coloração do pigmento dos carotenoides varia do amarelo ao vermelho e tem 

sido largamente utilizados como corantes em alimentos, bebidas, cosméticos e rações 

animais. Além disso, alguns desses pigmentos possuem comprovada atividade de 

provitamina A e existem evidências de outras propriedades biológicas, terapêuticas e 

preventivas de vários tipos de distúrbios e enfermidades em humanos (NUNES e 

MERCADANTE, 2004). 

A função biológica clássica atribuída aos carotenoides é sua atividade pró-

vitamínica A. Os carotenoides são divididos em dois grupos distintos, os carotenos, tais 

como β-caroteno (hidrocarbonetos lineares que podem ser ciclizados em uma ou ambas 

as extremidades da molécula) e as xantofilas como a luteína, violaxantina, neoxantina e 

zeaxantina, que são os derivados oxigenados de carotenos (VALDUGA et al., 2009). 

Alguns dos carotenoides possuem atividade pró-vitamínica A como o β-caroteno, α-

caroteno e β-criptoxantina, sendo o β-caroteno o que possui maior atividade pró-

vitamínica A dentre todos os outros. A luteína e zeaxantina, não possuem atividade pró-

vitamínica A, no entanto, são ativos contra a degeneração macular relacionada à idade e 

a catarata. Estudos são realizados há décadas demonstrando que os carotenoides, com 

nove ou mais duplas ligações conjugadas são potentes supressores de oxigênio singlete, 
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ou seja, alto potencial antioxidante, uma função biológica, que é independente de 

qualquer atividade provitamina A (FAULKS e SOUTHON, 1997).  

Tais compostos vêm despertando grande interesse em virtude de sua importância 

na prevenção de determinados tipos de câncer, doenças cardiovasculares e catarata, na 

ação inibidora nas mucosas contra úlceras gástricas e na atuação sobre o sistema 

imunológico (DELLA LUCIA et al., 2008). 

A luteína (Figura 3) é um carotenoide, lipossolúvel pertencente à classe das 

xantofilas, e também chamado de carotenoide macular de pigmentação amarela, um 

potente antioxidante que previne danos causados por radicais livres nos tecidos 

(STRINGHETA et al., 2006). 
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Figura 3 – Estrutura química da luteína. 

 

O organismo humano não tem a capacidade de sintetizar carotenoides, sendo 

necessária a busca por alimentos ricos destes compostos para serem incluídos na dieta 

cotidiana. Alguns estudos realizados com animais e humanos demonstram que a 

concentração de luteína no sangue e nos tecidos está estreitamente relacionada ao 

consumo de alimentos ricos desse carotenoide (MERCADANTE e RODRIGUEZ-

AMAYA, 2001; NACHTIGALL et al., 2007). 

Uma das funções mais estudadas da luteína é o papel essencial que desempenha 

sobre a saúde dos olhos.  A luteína atua juntamente com seu isômero zeaxantina, está 

concentrada na mancha amarela da retina do olho também chamada de mácula lútea e 

atua como um filtro de luz azul, portanto, pode contribuir para a prevenção da 

degeneração macular relacionada a doenças oculares como a catarata. A luteína pode ser 

encontrada naturalmente em vegetais folhosos verde escuro como espinafre, couve, 

brócolis como também em abóbora, frutas e na gema de ovo. Quando a ingestão 

dietética de luteína não é suficiente, pode ser completada por suplementos dietéticos ou 

em alimentos que são enriquecidos com tal composto (ROBERTS et al., 2009; RODÍC 

et al., 2012). 
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Dentre os principais benefícios relacionados à luteína está a redução da DMRI 

(degeneração macular relacionada à idade) que é a perda da sensibilidade visual, 

ocorrida em pessoas com idade avançada e baixa densidade do pigmento macular nos 

tecidos oculares, podendo ser a precursora de outras doenças dos olhos. Ao sofrer 

incidência de luz azul sobre a retina são geradas espécies reativas com oxigênio 

(EROS), que levam a peroxidação das membranas lipídicas. A luteína atuará como 

antioxidante, impedindo esta reação e protegendo os olhos dos danos causados pela luz 

azul (STRINGHETA et al., 2006). 

Como os seres humanos não são capazes de sintetizar os carotenoides é 

necessário uma dieta balanceada com consumo de alimentos ricos nestes compostos, 

seu consumo contribui significativamente para auxiliar na proteção do organismo contra 

doenças degenerativas, uma vez que a luteína é comprovadamente um potente 

antioxidante (STRINGHETA et al., 2006). 

Diante desse contexto, o desenvolvimento de bebidas com proteínas de soro de 

leite adicionadas de corantes naturais, com propriedades antioxidantes, torna-se um 

excelente aliado na redução do risco de certas doenças crônicas degenerativas, 

contribuindo para melhoria da saúde, além de atender as necessidades nutricionais 

diárias.  
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OBJETIVOS 

 

1. Objetivo Geral  

Desenvolver formulações de bebidas constituídas de proteínas de soro de leite 

adicionadas de corantes naturais, visando atender as necessidades proteicas diárias e 

incorporar aos formulados compostos antioxidantes importantes para o bom 

funcionamento do organismo humano.  

1.1 Objetivos Específicos 

 Desenvolver formulações de bebidas constituídas de proteínas de soro de leite, 

adicionadas de corantes naturais: antocianinas de cascas de jabuticaba e luteína; 

 Avaliar as características físicas, químicas, bioativas e microbiológicas dos 

formulados; 

 Avaliar a aceitabilidade sensorial das bebidas proteicas; 

 Avaliar a estabilidade das formulações mais aceitas em função do período de 

armazenamento;  

 Avaliar a atividade antioxidante e variações de cor das bebidas durante o 

período de armazenamento. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

O estudo foi realizado no Laboratório de Corantes Naturais de Alimentos e 

Compostos Bioativos do Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade 

Federal de Viçosa. 

2.1 Planejamento Experimental                                               

O experimento foi conduzido segundo delineamento inteiramente casualizado 

(DIC), com três repetições. Oito formulações de bebidas foram desenvolvidas contendo 

quatro diferentes concentrações de proteínas de soro de leite (0,5%, 2,0%, 4,0% e 

6,0%). O permeado e retentado de soro de leite obtido pelas operações de separação por 

membranas de microfiltração e ultrafiltração foram utilizados para as formulações com 

0,5% e 2,0% de proteínas, respectivamente.  O concentrado proteico de soro comercial 

(WPC60) foi utilizado para as formulações de 4,0% e 6,0% de proteínas. Foram 

adicionadas de dois corantes naturais distintos: extrato de antocianinas e luteína 

comercial. Na Tabela 3 são apresentados os teores de proteínas, bem como o corante 

natural e o tipo de soro utilizado para cada formulação. 

 

Tabela 3 – Codificações das formulações, tipo de corante, tipo de soro e teor de 

proteínas das bebidas. 

Formulação Corante Proteína (%) Tipo de Soro 

F1 Antocianinas 0,50 Permeado 

F2 Antocianinas 2,0 Retentado 

F3 Antocianinas 4,0 WPC60 

F4 Antocianinas 6,0 WPC60 

F5 Luteína 0,50 Permeado 

F6 Luteína 2,0 Retentado 

F7 Luteína 4,0 WPC60 

F8 Luteína 6,0 WPC60 
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Para avaliação da aceitabilidade sensorial das bebidas proteicas, procedeu-se 

também no delineamento inteiramente casualisado, 112 julgadores avaliaram os 

formulados proteicos adicionados de extrato de antocianinas quanto à cor e impressão 

global e 114 julgadores que avaliaram os formulados proteicos adicionados de luteína, 

também quanto à impressão global e cor. Para obtenção do Mapa de Preferência 

Interno, os dados de aceitação (teste de consumidor) foram organizados numa matriz de 

amostras (em linhas) e consumidores (em colunas), e esta submetida à Análise de 

Componentes Principais (ACP). Os resultados foram expressos em um gráfico de 

dispersão das formulações (tratamentos) em relação aos dois primeiros componentes 

principais e em outro representando os ―loadings‖ (cargas) da ACP (correlações dos 

dados de cada consumidor com os dois primeiros componentes principais). Por meio 

dos resultados da análise sensorial realizou-se o estudo de estabilidade durante 60 dias 

de armazenamento nos tempos (0, 7, 15, 30, 45 e 60) dias, com três repetições, das 

formulações que obtiveram maior aceitação sensorial.  

2.2 Matéria-prima 

O extrato de antocianinas foi obtido de cascas de jabuticaba espécie (Myrciaria 

jaboticaba), proveniente do município de Cachoeira do Campo/MG. Os frutos de 

jabuticaba foram colhidos, selecionados, higienizados e congelados. As cascas foram 

obtidas por meio do descascamento dos frutos congelados imediatamente antes das 

análises. 

A luteína utilizada foi na forma de pó, fornecida pela empresa DSM Nutritional 

Products extraída de flores de Tagetes erecta. Os aromas de morango e maracujá foram 

fornecidos pela empresa Duas Rodas Industrial. 

Foram utilizados permeado e retentado de soro de leite obtido no centro de 

membranas aplicado a indústria de laticínios do DTA/UFV, através de uma operação de 

separação por microfiltração e ultrafiltração, respectivamente. O concentrado proteico 

de soro comercial (WPC60) foi fornecido pela empresa Gemacon Tech. 

2.3 Extração das Antocianinas das Cascas de Jabuticaba 

As antocianinas foram extraídas da casca da jabuticaba com base na metodologia 

descrita por (Silva, 1996) em que as cascas de jabuticaba foram trituradas em mixer e 

misturadas com etanol 70% proporção (1:2 m/v), acidificado com ácido cítrico até pH 2. 

A mistura foi deixada em repouso na ausência de luz por 24 horas sob refrigeração. 
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Após este período as amostras foram filtradas em papel Whatman n° 1 a vácuo e 

posteriormente concentradas em evaporador rotativo a vácuo a 40 ºC para remover todo 

o etanol adicionado. Foram armazenadas em frasco âmbar sob refrigeração. 

2.4 Processo de Separação por Membranas 

2.4.1 Microfiltração do Soro 

A microfiltração do soro foi realizada em equipamento construído pela empresa 

Tetra Pak
©

 Processing, França. Primeiramente, foi feita a higienização do equipamento 

com dois ciclos de limpeza em sistema fechado (cleaning in place - CIP), alcalino (80 

o
C) e ácido (50 

o
C), respectivamente. O soro foi aquecido a 50 ºC e filtrado 

tangencialmente através de uma membrana cerâmica tubular ―Membralox
®
‖ com poros 

de tamanho 0,8 μm, velocidade de permeação 7,2 m·s
-1

, sistema com área total de 

membrana 0,24 m
2
 e com pressão transmembrana de 0,5 bar. 

2.4.2 Ultrafiltração do Soro 

A ultrafiltração do soro foi realizada em uma planta piloto da marca ―WGM 

sistemas‖, sendo o equipamento utilizado um sistema aberto. O soro foi filtrado através 

de uma membrana de polissulfona do tipo espiral ―Koch Membranes‖ com uma massa 

molar de corte de 10 kDa, área filtrante 3,0 m
2
, temperatura de operação de 35 ºC e 

pressão operacional entre 2,1 e 8,3 bar. 

2.5 Elaboração das Formulações 

As formulações foram elaboradas com diferentes concentrações de proteínas 

adicionadas dos corantes naturais antocianinas e luteína.  O permeado de soro de leite 

foi utilizado para as formulações com teores de 0,5% de proteína, o retentado para as 

formulações com teores de 2,0% de proteína e concentrado proteico de soro comercial 

(WPC60) para as formulações com teores de 4,0% e 6,0% de proteína. As formulações 

adicionadas de extrato de antocianinas receberam as seguintes codificações (F1, F2, F3, 

e F4) enquanto que as adicionadas de luteína comercial em pó receberam as 

codificações (F5, F6, F7 e F8), totalizando quatro formulações para cada um dos 

corantes adicionados. 

A proporção de permeado, retentado e concentrado proteico de soro comercial 

adicionado às formulações foram calculados de acordo com o teor de proteína inicial de 

cada um deles por meio de um balanço de massa, para que no produto final obtivesse as 
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respectivas concentrações de proteínas desejadas (0,5%, 2,0%, 4,0% e 6,0%). Os 

aromas de morango e maracujá foram adicionados de acordo com a recomendação do 

fabricante. A Tabela 4 apresenta a proporção dos demais ingredientes utilizados para o 

desenvolvimento das bebidas. 

Tabela 4 – Concentração dos ingredientes adicionados às formulações 

Ingredientes Concentração (g·100 g
-1

) 

Açúcar 15,00 

Polpa de Fruta 10,00 

Goma Arábica 0,45 

Citrato de Sódio 0,07 

Sorbato de Potássio 0,03 

 

O permeado de soro de leite acrescido dos ingredientes: água mineral, açúcar, 

polpa de fruta (maracujá ou morango), goma arábica, citrato de sódio, sorbato de 

potássio constituíram a mistura inicial. Esta foi homogeneizada em agitador por 5 

minutos para completa dissolução de todos os ingredientes. O pH da mistura foi 

ajustado para 4,0 com agente acidulante (ácido cítrico) e homogeneizada novamente. 

Depois de homogeneizada a mistura foi tratada termicamente por 63 ºC por 30 minutos 

em cubas de ácido inoxidável capacidade de 20 L. Foi utilizado um banho-maria 

industrial para o tratamento térmico.  

O aroma (maracujá ou morango) foi adicionado logo após o tratamento térmico 

e imediatamente antes do resfriamento. A bebida foi resfriada até em torno de 40 ºC, em 

seguida foi adicionado o extrato de cascas de jabuticaba para formulações sabor 

morango e o resfriamento prosseguiu-se até temperatura de 25 ºC. O envase foi 

realizado em embalagens de polietileno de 185 mL. O armazenamento foi realizado à 

temperatura de refrigeração (5 ºC). Para formulações sabor maracujá adicionou-se 

luteína juntamente com os demais ingredientes (antes da homogeneização). Este 

procedimento descrito anteriormente constituiu a formulação com teor de 0,5% de 

proteína, adicionada de luteína (sabor maracujá) ou de extrato de casca de jabuticaba 

(sabor morango). Este mesmo procedimento foi realizado para as formulações com 

concentração de proteína de 2,0%, 4,0% e 6,0%. Em todas as formulações sabor 

morango foi adicionado aproximadamente 2,0 mg de antocianinas para cada 100 g da 

bebida e as de sabor maracujá foi adicionado 3,2 mg de luteína para cada 100 g da 

bebida. A Figura 4 apresenta o fluxograma de processamento das bebidas proteicas. 
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Figura 4 – Fluxograma de processamento das bebidas proteicas. 
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2.6 Caracterização do Extrato de Cascas de Jabuticaba 

2.6.1 pH 

A determinação de pH foi realizada em pHmetro digital, marca DIGIMED DM-

20, aferido com soluções tampão pH 4,01 e 6,86, segundo as normas analíticas 

propostas pelo Manual do Instituto Adolfo Lutz (2008). 

2.6.2 Acidez 

A determinação da acidez foi realizada por titulometria com solução padronizada 

de NaOH 0,1 mol·L
-1

 utilizando indicador fenolftaleína. A acidez foi expressa em 

porcentagem de ácido cítrico presente na amostra (Manual do Instituto Adolfo Lutz, 

2008). 

2.6.3 Sólidos Solúveis Totais 

Os sólidos solúveis totais foram determinados por leitura direta em refratômetro 

digital (Digital Hand-Held Refractometer AR200, Leica) a temperatura ambiente, 

previamente calibrado com água destilada, e o resultado expresso em ºBrix de acordo 

com as normas analíticas propostas pelo Manual do Instituto Adolfo Lutz (2008). 

2.6.4 Determinação da Cor 

A coloração foi determinada em Colorímetro Colorquest XE (Hunter Lab, 

Reston, VA), com leitura direta dos valores das coordenadas L* (luminosidade), a* 

(intensidade de vermelho vs verde) e b* (intensidade de amarelo vs azul). Os parâmetros 

de tonalidade (h*) e saturação (c*) foram calculados a partir dos valores de a* e b*, 

conforme as equações 1.1 e 1.2, respectivamente. Para efetuar a leitura, empregou-se 

uma cubeta com capacidade de 50 mL.  

 

  *

*
arctan*

a

b
h

                                                       (Eq1.1)                                             

                                              
22 *** bac                                                        (Eq1.2) 
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2.6.5 Antocianinas Totais 

As antocianinas totais foram quantificadas segundo o método espectrofotométrico 

descrito por Lees e Francis (1972). O teor de antocianinas foi determinado com auxílio 

de um espectrofotômetro marca Shimadzu modelo UV-VIS 1601Pc, utilizando-se o 

coeficiente de absortividade molar de 98,2 L·cm
-1

·g
-1

 da cianidina-3-glicosídeo, com 

leitura a 535 nm referente a absorção máxima das antocianinas, diluídas em etanol 

acidificado, medida em cubeta de 1 cm. Os resultados foram expressos em mg de 

antocianinas por mL de extrato (mg·mL
-1

). 

2.6.6 Fenólicos Totais 

A determinação de fenólicos totais foi realizada de acordo com metodologia 

descrita por Singleton e Rossi, 1965. Os fenólicos totais foram quantificados através do 

método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau, baseado na redução do ácido 

fosfomolíbdico-fosfotúngstico pelas hidroxilas fenólicas, produzindo um complexo de 

coloração azul em meio alcalino. A absorbância das amostras foram medidas a 760 nm 

usando um espectrofotômetro marca Shimadzu modelo UV-VIS 1601Pc. O ácido gálico 

foi usado como padrão e os resultados expressos em mg de ácido gálico equivalente por 

mL de extrato (mg AGE·mL
-1

). 

2.6.7  Atividade Antioxidante in vitro 

A determinação foi realizada por meio do ensaio TEAC (Capacidade antioxidante 

equivalente ao Trolox) utilizando o radical ABTS (2,2’-azinobis-3-etil-benzotiazolina-

6-sulfonado) segundo metodologia descrita por RE et al. (1999). A reação das amostras 

com o cátion ABTS ocorreu na proporção 0,5:3,5mL, respectivamente, sendo as leituras 

espectrofotométricas realizadas após 6 minutos, no comprimento de onda de 734 nm. 

Foi construída uma curva analítica com o antioxidante padrão Trolox (ácido 2-

carboxílico-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano) e realizadas diluições das amostras 

para a elaboração de uma curva de amostra. A mesma foi contrastada com a curva do 

padrão, e os resultados foram expressos em μmol·L
-1

 equivalente de Trolox por grama 

de amostra. 
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2.7 Determinações Físico-químicas dos Formulados 

Os formulados foram caracterizados segundo as seguintes propriedades físico-

químicas, assim citadas nos itens 2.6: pH, acidez titulável, sólidos solúveis totais (ºBrix) 

e cor. Além disso, foi realizada a análise do teor de proteínas, conforme descrito no item 

2.7.1.  

2.7.1 Teor de Proteínas 

O teor de proteína foi obtido a partir da análise do teor de nitrogênio pelo método 

de Kjeldahl. A concentração de proteína foi calculado multiplicando-se o teor de 

nitrogênio total pelo fator de conversão 6,38, de acordo com a FIL (International Dairy 

Federation) 20B:1993.  

2.8 Extração e Quantificação das Antocianinas e Fenólicos Totais dos 

Formulados 

Para as quantificações espectrofotométricas foi necessário extrair as antocianinas 

e os fenólicos adicionados, pesou-se 5 g de cada formulação adicionou-se 10 mL de 

solução de etanol:HCl 1,5 mol·L
-1

 proporção (85:15) (v/v) (Lees e Francis, 1972), 

centrifugou-se a 2500g por 5 minutos. Retirou-se o sobrenadante e ao precipitado foi 

adicionado mais 5 mL da solução etanol:HCl (85:15) (v/v) realizando o mesmo 

procedimento descrito anteriormente. Este procedimento foi repetido por mais uma vez. 

O volume foi aferido em balão volumétrico de 25 mL e armazenado em frasco âmbar 

até o momento da análise sob refrigeração. A quantificação das antocianinas e fenólicos 

totais dos formulados foram realizados como descrito nos itens 2.6.5 e 2.6.6, 

respectivamente. 

2.9 Extração e Quantificação da Luteína dos Formulados 

A extração da luteína foi realizada segundo método descrito por Dias (2009) 

modificado. Pesou-se 10 g da bebida, adicionou-se de 20 mL de álcool 95%, e 

posteriormente centrifugados a 2500g por 5 minutos. O sobrenadante foi reservado, e ao 

precipitado foi adicionado 10 mL de etanol 95% realizando o mesmo procedimento 

descrito anteriormente, este procedimento foi repetido por mais 2 vezes. O sobrenadante 

total foi dividido em duas alíquotas de 25 mL e procedeu-se a extração com 50 mL de 

acetona e 45 mL de éter de petróleo, lavando as amostras 3 vezes com água destilada. A 
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mistura de luteína e éter de petróleo obtida nas duas extrações foi recolhida em um 

balão de fundo redondo de 250 mL, seca em rotavapor à temperatura de 38 ºC, 

posteriormente ressuspendidas em 10 mL de etanol absoluto 99,8% e armazenado sob 

refrigeração até o momento da análise. A determinação de carotenoides totais foi 

realizada por método espectrofotométrico descrito por Rodriguez-Amaya, 2001. O teor 

de carotenoides foi determinado com auxílio de um espectrofotômetro marca Shimadzu 

modelo UV-VIS 1601Pc, utilizando-se o coeficiente de absortividade molar de 2550 

L·cm
-1

·g
-1

, com leitura a 445 nm  referente a absorção máxima da luteína, diluídas em 

etanol 99,8%, medida em cubeta de 1cm.  O teor de carotenoides totais foram expressos 

em mg de luteína por 100g de bebida, calculado segundo as equações 1.3 e 1.4.  

 

        100.
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                                                        (Eq.1.3) 
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                                        (Eq.1.4) 

 

          x = teor de luteína expresso em mg   

         A = absorbância a 445 nm 

       

%1

1cmA
 
= coeficiente de absortividade molar em etanol absoluto 

       y (mL) = volume do balão volumétrico. 

 

2.10  Determinação da Atividade Antioxidante dos Formulados 

A atividade antioxidante foi determinada de todas as formulações conforme 

descrito no item 2.6.7. 

2.11 Análises Microbiológicas 

2.11.1 Análises Microbiológicas das Bebidas Proteicas 

Foram realizadas enumerações de mesófilos aeróbios e anaeróbios facultativos e 

dos micro-organismos indicadores coliformes, Escherichia coli e Staphylococcus 

aureus. Diluições seriadas foram preparadas de forma a se obter enumeração entre 15 e 

150 colônias por placa. Volumes de 1,0 mL de cada diluição foram inoculados em 

placas Petrifilm para enumeração de coliformes, Escherichia coli (Petrifilm
TM 

EC), para 

enumeração de mesofilos aeróbicos e anaeróbios facultativos foram utilizadas placas 
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Petrifilm (Petrifilm
TM

 AC), ambos realizadas de acordo com Wehr e Frank (2004). O 

mesmo volume foi adicionado nas placas petrifilm para enumeração de Staphylococus 

aureus (Petrifilm
TM

 Staph Express), de acordo com AOAC (2001). As placas foram 

incubadas a 35 °C ± 1 °C por 24 horas para Staphylococus aureus, coliformes e 48 

horas para Escherichia coli, enquanto que para a enumeração de mesófilos aeróbios e 

anaeróbios facultativos foi incubado 32 °C ± 1 °C por 48 horas. A leitura das placas foi 

realizada após o período de incubação de cada micro-organismo. Para enumeração de 

Staphylococus aureus, após a incubação, as colônias típicas (colônias vermelho-violeta) 

foram contadas e no caso da presença de colônias suspeitas foi adicionado disco de 

Dnase e as placas foram incubadas por 1 a 3 horas onde poderia ser observada a 

formação de halo. A presença de halo indicaria resultado confirmativo para o micro-

organismo, segundo o fabricante.  Os resultados foram obtidos pela multiplicação das 

contagens encontradas pelo inverso da diluição utilizada e expressos em UFC·mL
-1

. 

2.11.2 Avaliação da Contaminação do Ar da Fábrica 

A qualidade do ar na fábrica, durante as etapas de produção, foi avaliada pelo 

método de sedimentação em placas descrito por Wehr e Frank (2004). Placas de Petri 

estéreis foram preparadas vertendo-se aproximadamente 15 mL de PCA previamente 

fundido e resfriado a 45 ºC. As placas foram mantidas abertas por 15 minutos durante as 

etapas de envase de cada tratamento. Os resultados foram expressos em unidades 

formadoras de colônias por semana segundo a equação 1.5.  

 

  
txrx
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semanacmviáveisPartículas
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10080
2

*
12                            (Eq.1.5) 

UFC: número de colônias na placa após incubação;  

r: raio da placa da placa de Petri em cm;  

t: tempo de sedimentação em minutos;  

*: minutos em uma semana. 

2.12 Viscosidade 

As medições reológicas das bebidas foram realizadas em reômetro de cilindros 

concêntricos tipo Searle, marca Brookfield, modelo R/S plus SST 2000, equipado com 

software Rheo 2000, fabricado pela Brookfield Engineering Laboratories, Inc, EUA, a 
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temperatura de 10 ºC, mantida constante com o auxílio de um banho termostático. 

Utilizou-se como sistema de medição o sensor cilíndrico DG DIN, com capacidade de 

medição de viscosidade acima de 20 mPa.s, com uma taxa de deformação de 10 s
-1

. O 

tempo de ensaio foi de 2 minutos, completando um total de 30 pontos. As 

determinações foram realizadas das 3 repetições e os resultados expressos em mPa.s. 

2.13 Aceitabilidade Sensorial 

Foi realizada a análise sensorial das formulações das bebidas adicionadas 

corantes naturais. Utilizou-se uma escala hedônica de nove pontos segundo Minim 

(2010), variando de ―gostei extremamente‖ (9) a ―desgostei extremamente‖ (1). As 

análises foram conduzidas no Laboratório de Análise Sensorial (DTA/UFV). Os testes 

foram realizados em dois dias, sendo que no primeiro dia, realizou-se o teste sensorial 

com 112 consumidores que avaliaram as bebidas proteicas sabor morango, adicionadas 

de extrato de antocianinas (F1, F2, F3 e F4), no segundo dia realizou-se o teste sensorial 

com 114 consumidores que avaliaram as bebidas proteicas sabor maracujá adicionadas 

de luteína (F5, F6, F7 e F8), ambas quanto à cor e impressão global. 

2.13.1 Impressão Global 

Os consumidores foram instruídos a avaliar a aceitação em relação à impressão 

global das amostras apresentadas. 

Neste teste, as amostras foram codificadas com números de três dígitos e 

apresentadas de forma monádica aos consumidores, em copos descartáveis de 

polietileno com capacidade para 50 mL. 

Os consumidores foram solicitados a degustar as bebidas, anotando na ficha de 

avaliação o quanto gostaram ou desgostaram de cada amostra, utilizando escala 

hedônica estruturada de nove pontos (Figura 5), sendo atribuído nota 9 para ―gostei 

extremamente‖ e nota 1 para ―desgostei extremamente‖. 
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Nome:_____________________________________Idade: _____ Sexo: (  )M   (  )F 

Por favor, avalie as amostras utilizando a escala abaixo para descrever o quanto você 

gostou ou desgostou do produto. Enxágue a boca entre cada avaliação e aguarde 30 

segundos. 

9 – Gostei extremamente 

8 – Gostei muito 

7 – Gostei moderadamente 

6 – Gostei ligeiramente 

5 – Indiferente 

4 – Desgostei ligeiramente 

3 – Desgostei moderadamente 

2 – Desgostei muito 

1 – Desgostei extremamente 

Código 

 

_____ 

 

_____ 

 

_____ 

 

_____ 

 

Nota 

 

_____ 

 

_____ 

 

_____ 

 

_____ 

 

Comentários:_________________________________________________________ 

Figura 5 – Ficha de avaliação usada para o teste de impressão global. 

2.13.2 Cor 

Os consumidores foram instruídos a avaliar a aceitação em relação ao atributo 

cor das amostras apresentadas. As amostras foram codificadas com números de três 

dígitos e apresentadas aos consumidores, em garrafas transparente de polietileno de 

capacidade de 185 mL. Apresentou-se as bebidas nesta embalagem pelo fato dos 

consumidores estarem habituados a comprarem produtos lácteos como iogurte, leite 

fermentado e bebidas lácteas em embalagens dessa natureza, o que facilita a 

visualização da bebida e avaliação do consumidor. 

Os consumidores avaliaram as amostras, registrando o quanto gostaram ou 

desgostaram da cor de cada amostra, utilizando escala hedônica estruturada de nove 

pontos (Figura 6), sendo atribuído nota 9 para ―gostei extremamente‖ e 1 para 

―desgostei extremamente‖. 
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Nome:_____________________________________Idade: _____ Sexo: (  )M   (  )F 

Por favor, avalie as amostras utilizando a escala abaixo para descrever o quanto você 

gostou ou desgostou da COR do produto. 

9 – Gostei extremamente 

8 – Gostei muito 

7 – Gostei moderadamente 

6 – Gostei ligeiramente 

5 – Indiferente 

4 – Desgostei ligeiramente 

3 – Desgostei moderadamente 

2 – Desgostei muito 

1 – Desgostei extremamente 

Código 

 

_____ 

 

_____ 

 

_____ 

 

_____ 

 

Nota 

 

_____ 

 

_____ 

 

_____ 

 

_____ 

 

Comentários:_________________________________________________________ 

Figura 6 – Ficha de avaliação usada para o teste de cor. 

2.14 Estudo de Estabilidade 

O estudo de estabilidade foi realizado com as formulações que obtiveram maior 

aceitação no teste sensorial quanto à impressão global e a cor, foram escolhidas duas 

formulações; uma do grupo de bebidas adicionadas de extrato de antocianinas e outra do 

grupo de bebidas adicionadas de luteína.  O estudo de estabilidade foi realizado a fim de 

avaliar o comportamento dos compostos bioativos adicionados às formulações ao longo 

de 60 dias de armazenamento, sendo realizadas análises nos tempos 0, 7, 15, 30, 45 e 60 

dias. As análises que compuseram o estudo de estabilidade foram: atividade 

antioxidante, antocianinas totais, cor, pH, sólidos solúveis totais e acidez, assim 

descritas nos itens 2.6, além da análise de carotenoides totais descrita no item 2.8. 

Para as análises de cor foi acrescentado o cálculo da diferença global de cor 

(ΔE*), entre cada um dos tempos avaliados durante o estudo, conforme a equação 1.6. 

 

222 *)(*)(*)(* baLE
                                                      (Eq.1.6) 
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2.15 Análises Estatísticas 

O efeito do teor de proteínas sob os resultados das análises físico-químicas e 

bioativas foram avaliados por análise de regressão simples. Regredindo as variáveis 

respostas em função dos teores de proteína das bebidas em seus componentes lineares e 

quadráticos, para a escolha do modelo de regressão que melhor descrevesse as 

variações, avaliando-se também a falta de ajustamento do modelo, a significância dos 

parâmetros da equação, e por fim, foi calculado o coeficiente de determinação R
2
. 

Os dados de aceitabilidade sensorial foram interpretados por análise de variância 

(ANOVA), teste de comparação de médias (Tukey), ao nível de 5% de probabilidade e 

por análise multivariada com Análise de Componentes Principais (ACP).  Os resultados 

do estudo de estabilidade foram apresentados por meio de gráficos; foram plotadas as 

curvas das médias de cada determinação versus tempo (dias), uma análise de regressão 

linear foi utilizada para determinar a adequacidade do modelo. As análises estatísticas 

foram implementadas no software SAS, (SAS Institute Inc., 2008) versão 9.1, 

licenciado pela Universidade Federal de Viçosa. 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1 Resultados das Análises de Caracterização do Extrato das Cascas de 

Jabuticaba  

Os resultados das análises da caracterização físico-química e bioativa do extrato 

de cascas de jabuticaba são apresentados na Tabela 5. 

 

Tabela 5 – Resultados referentes às análises físico-químicas e bioativas do extrato de 

cascas de jabuticaba.  

Análises Extrato Concentrado 

pH 1,43 ± 0,00 

SST (
o
Brix) 31,70 ± 0,61 

Acidez (g de ácido cítrico·100
-1

g) 31,86 ± 0,37 

L* - Luminosidade 24,71 ± 0,04 

c* - Saturação da Cor 1,54 ± 0,02 

h* - Ângulo de Tonalidade (graus) -10,21 ± 0,65 

Antocianinas totais (mg·mL
-1

) 1,10 ± 0,05 

Fenólicos Totais (mg AGE·mL
-1

) 13,50 ± 0,09 

Atividade Antioxidante (μmol·L
-1

Trolox·g
-1

) 103,40 ± 6,32 

SST: Sólidos solúveis totais. Os resultados de fenólicos foram expressos em ácido gálico 

equivalente (AGE). Os valores representam a média de 3 repetições ± desvio-padrão. 

 

O valor de pH do extrato das cascas de jabuticaba foi de 1,43. O pH baixo 

apresentado foi devido ao ajuste realizado com a adição de ácido durante a etapa de 

extração. O pH ácido é um parâmetro importante, uma vez que ajuda na extração do 

pigmento da matriz estudada e também mantêm a coloração vermelha das antocianinas.  

 O extrato apresentou valores de acidez e teor de sólidos solúveis totais elevados, 

31,86 e 31,70, respectivamente. A etapa de concentração dos extratos para aplicação nos 

alimentos contribuiu para o aumento destes valores. Observa-se que estes dois fatores 

estão diretamente relacionadas, o aumento da concentração de sólidos contribuiu para o 

aumento da acidez. 
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Para o néctar de amora preta Araújo et al. (2009) encontraram valores de pH de 

2,41, sólidos solúveis totais de 13,0 
o
Brix e acidez titulável de 0,54 g de ácido 

cítrico·100
-1

g. A amora preta assim como a jabuticaba é uma fruta escura, rica em 

antocianinas e fenólicos totais, que contribuem para alta capacidade antioxidante. As 

diferenças encontradas entre os valores de acidez e pH em relação ao presente trabalho, 

é devido a forma de preparo do néctar, em que há a diluição da amora em água mineral, 

na proporção de 1:1(v:v). 

O valor de L* para o extrato de cascas de jabuticaba foi baixo, 24,71. Este valor 

indica que havia pouca luminosidade na amostra, sendo considerada escura. A 

coordenada colorimétrica L* avalia a claridade das amostras, com valores que variam 

de 0 (preta) a 100 (branca). Quanto mais próximos de zeros são os valores de L*, mais 

escura é a amostra e quanto mais próximo de 100 mais clara. 

A coordenada c* representa a saturação da cor, ou seja, indica a pureza ou 

intensidade da cor com relação ao branco. O valor de c* para o extrato foi de 1,54, 

indicando uma cor menos saturada, há uma tendência para a tonalidade azul, mostrando 

que a cor apresentada tem uma menor pureza em relação ao branco. 

O valor da coordenada h* do extrato foi negativo, -10,21. O valor do ângulo de 

tonalidade indicou que a cor da amostra está na faixa entre vermelho e azul (roxo). 

Montes et al., (2005) ao avaliar as coordenadas de cor para extrato de jabuticaba 

utilizando diferentes métodos de extração encontraram valores de h* entre 13º e 24º, os 

valores de c* foram de 22,8 a 54,3. Observaram que os extratos ricos em antocianinas 

obtidos por meio da extração ácida, a forma predominante é do cátion flavilium, h* deve 

estar situado próximo ao vermelho, ou entre o vermelho e o azul. 

O teor de antocianinas e fenólicos totais do extrato de cascas de jabuticaba foram 

de 1,10 mg·mL
-1

 e 13,50 mg AGE·mL
-1

, respectivamente. Enquanto o valor de atividade 

antioxidante foi de 103,40 μmol·L
-1

 Trolox·g
-1

. O extrato mostrou uma excelente 

atividade antioxidante, em consequência a alta concentração de antocianinas e fenólicos 

apresentados, estes contribuem diretamente nesta resposta. 

A ação antioxidante de um composto está diretamente relacionada com 

componentes bioativos presentes, dependem da estrutura química e da concentração 

destes fitoquímicos no alimento, cujo teor é amplamente influenciado por fatores 

genéticos, condições ambientais, grau de maturação, variedade da planta, entre outros 

(MELO et al., 2009). 
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Santos et al. (2010) encontraram valores de fenólicos totais e antocianinas totais 

no extrato de cascas de jabuticaba utilizando diferentes métodos de extração, de 

36,0 mg AGE·g
-1 

e 5,41 mg·g
-1

, respectivamente. O solvente extrator que proporcionou 

maiores teores dos compostos bioativos foi etanol acidificado, ao passo que os métodos 

de extração que obtiveram maiores teores de compostos fenólicos foram os que também 

proporcionaram maior atividade antioxidante. Estes valores foram superiores aos do 

extrato produzido neste estudo, tal diferença pode ser atribuída às diferenças no 

processo de extração.  

O valor de atividade antioxidante foi de 103,40 μmol·L
-1

 Trolox·g
-1 

de extrato, 

enquanto que Silva et al. (2010) encontrou valores de  atividade antioxidante de 723 μM 

de Trolox·g
-1

 de extrato, valor este superior ao encontrado durante a elaboração deste 

trabalho. Leite-Legatti et al.(2012) avaliando os compostos bioativos e atividade 

antioxidante de cascas de jabuticaba liofilizada encontraram o valor de 9,458 μM de 

Trolox·g
-1

 de amostra liofilizada. Rufino et al. (2010) relataram uma atividade 

antioxidante de 37,5 μM de Trolox·g
-1

 frutas inteiras frescas de jabuticaba (Myrciaria 

cauliflora). As diferenças de resultados são devido às formas em que as amostras foram 

preparadas; extrato, amostra liofilizada e fresca. 

Os teores de compostos bioativos e a cor apresentada pelo extrato de cascas de 

jabuticaba neste trabalho reforçam os estudos que apontam a jabuticaba como uma fonte 

promissora de corante natural. Este fruto tem uma casca de coloração púrpura escura, 

devido ao elevado teor de antocianinas, que cobrem seu interior branco e gelatinoso, tais 

características trazem benefício à saúde humana por apresentar uma excelente 

capacidade antioxidante (SANTOS et al., 2010). 
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3.2 Resultados da Caracterização Físico-química dos Formulados 

3.2.1 Composição Química  

Os resultados das análises de pH, sólidos solúveis totais (SST), acidez e teor de 

proteínas das bebidas proteicas são apresentados na Tabela 6.  

Observou-se que não houve efeito significativo (p>0,05) do teor de proteínas 

sobre os valores de pH das formulações, uma vez que foi realizada a padronização do 

pH para 4 ou o mais próximo deste valor. Como parte das formulações foram 

adicionadas de extrato de antocianinas, utilizou-se o pH baixo para manter a coloração 

vermelha das bebidas. Karaaslan et al. (2011) encontraram valores de pH de 4,22 para 

iogurtes adicionados de antocianinas de quatro variedades diferentes de uva e 

verificaram que a variedade não afetou significativamente os valores de pH no produto 

final.  

As antocianinas são comercialmente usadas em soluções ácidas, pH entre 2,5 e 

3,8, no qual apresentam cor vermelha. Para aplicação geral, o pH entre 1,0 e 3,5 confere 

maior estabilidade ao pigmento (BARROS e STRINGHETA, 2006; SILVA et al., 

2012). 

Houve efeito significativo (p<0,05) do teor de proteínas sobre os valores de 

acidez das formulações. Os valores de acidez para as bebidas adicionadas de extrato de 

antocianinas variaram entre 0,45% a 0,96% de ácido cítrico e entre 0,36% a 0,97% para 

as bebidas adicionadas de luteína. Assim como a acidez, o teor de sólidos solúveis das 

formulações teve efeito significativo (p<0,05) do teor de proteínas. Os teores de sólidos 

solúveis totais variaram de 21,10 a 26,96 ºBrix para as formulações adicionadas de 

extrato de antocianinas e de 21,63 a 27,10 ºBrix para as formulações adicionadas de 

luteína.  
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Tabela 6 – Resultados da composição química das bebidas proteicas formuladas com extrato de cascas de jabuticaba e luteína. 

 F1: formulação com 0,5% de proteína; F2: formulação com 2,0% de proteína; F3: formulação com 4,0% de proteína, F4: formulação com 6,0% de proteína, todas as 

formulações adicionadas de extrato de antocianinas. F5: formulação com 0,5% de proteína; F6: formulação com 2,0% de proteína; F7: formulação com 4,0% de 

proteína; F8: formulação com 6,0% de proteína, todas as formulações adicionadas de luteína. SST: Sólidos solúveis totais. Os valores representam a média de 3 

repetições ± desvio-padrão.   

Análises 
Formulações adicionadas de antocianinas Formulações adicionadas de luteína 

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 

pH 3,94±0,16 3,98±0,08 4,10±0,07 4,11±0,05 4,08±0,05 4,06±0,03 4,13±0,01 4,14±0,01 

SST (
o
Brix) 21,10±0,11 22,60±0,35 24,06±0,32 26,96±1,22 21,63±0,20 22,96±0,78 24,60±0,70 27,10±0,36 

Acidez (g de ácido cítrico·100
-1

g) 0,45±0,09 0,65±0,04 0,77±0,07 0,96±0,18 0,36±0,02 0,56±0,03 0,76±0,02 0,97±0,03 

Proteína (g·100
-1

g de bebida) 0,57±0,02 2,24±0,03 4,05±0,06 6,09±0,01 0,58±0,02 2,12±0,23 4,13±0,38 6,14±0,28 
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A variação nos teores de sólidos solúveis foi devido ao aumento da concentração 

de proteínas, uma vez que a formulação base foi a mesma para todas as bebidas, sendo 

assim o teor deste componente foi que interferiu diretamente para o aumento da 

concentração de sólidos. 

A influência do teor de proteínas sobre os valores de acidez e sólidos solúveis 

totais foi modelada estatisticamente pelas equações representadas na Tabela 7. Os 

modelos foram testados quanto à falta de ajuste e significância dos parâmetros da 

regressão, apresentando a falta de ajuste para o modelo de primeiro grau não 

significativa (p>0,05) e parâmetros da regressão significativos (p<0,05) para os valores 

de acidez e sólidos solúveis totais. O coeficiente de determinação foi superior a 97% 

para as formulações adicionadas de antocianinas, e superior a 98% para as formulações 

adicionadas de luteína.   

Observa-se na Tabela 7 que tanto os valores de acidez como os valores de 

sólidos solúveis foram influenciados positivamente pelo teor de proteínas, ou seja, com 

o aumento da concentração de proteínas houve o aumento da concentração de sólidos e 

também da acidez dos formulados.  

 

Tabela 7 - Modelagem estatística do efeito do teor de proteínas sobre os valores de 

acidez e sólidos solúveis totais das formulações adicionadas de extrato de antocianinas e 

luteína. 

Formulações Determinação Modelo de Regressão R
2
 

Adicionadas de 

extrato de 

antocianinas 

Acidez Y = 0,0880.prt + 0,4383 0,9780 

SST Y = 1,0240.prt + 20,5000  0,9777 

Adicionadas de 

luteína 

Acidez Y = 0,1090.prt + 0,3274 0,9973 

SST Y = 0,9781.prt + 21,0181 0,9897 

prt = proteínas 

 

Com o aumento do teor de proteínas, houve o aumento proporcional da acidez, 

mesmo o pH sendo ajustado para 4,0. Quando se mede o pH  é quantificado a 

concentração de íons H
+ 

(hidrogênio) em solução, como não houve a variação deste 

parâmetro, a concentração de íons H
+
 nas formulações não sofreu alterações. As 

formulações foram desenvolvidas com diferentes teores de proteínas, esta variação 

contribuiu para o aumento da acidez.  A presença de aminoácidos com estruturas 

específicas assim como a adição de ácido cítrico às formulações contribuiu para tal 
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variação. Bebidas formuladas com maior concentração de proteína necessitou de uma 

maior quantidade de ácido cítrico para atingir o pH desejado. As proteínas de soro de 

leite possui uma estrutura que contribui para que elas sejam bastante estáveis em 

solução, atuando em uma faixa muito ampla de pH (TAULIER e CHALIKIAN, 2001; 

SGARBIERI, 2005). Este é chamado efeito tampão, em que mesmo com a adição de 

pequenas quantidades de ácido, o pH  mantêm-se constante. 

Estudos têm demonstrado que as proteínas e seus aminoácidos contribuem para 

o aumento da acidez dos alimentos.  Fox e Mcsweeney (1998) relataram que as 

substâncias responsáveis pela acidez natural do leite são os minerais como fosfatos e 

citratos, as proteínas (caseína e albumina) e o gás carbônico dissolvido. Lehninger et al. 

(2004) descrevem que as proteínas do soro são ricas nos aminoácidos lisina, histidina e 

arginina que são aminoácidos que possuem seus grupamentos laterais carregados 

positivamente, contribuindo consequentemente para o aumento na acidez.  

Silva (2012) também observou o aumento da acidez titulável com aumento da 

concentração de proteínas de soro de leite ao realizar a substituição de diferentes teores 

de gordura dos sorvetes por proteínas de soro de leite. Gonzalez et al. (2011) 

encontraram valores de acidez titulável  das amostras de iogurtes formuladas com leite 

desnatado de 14,6 g·L
-1

 de ácido lático e das amostras formuladas com leite integral 

13,2 g·L
-1

 de ácido lático, esta diferença foi atribuída à presença de quantidades 

ligeiramente mais elevadas de proteína no leite desnatado em comparação com amostras 

de leite integral.  

Tais estudos reforçam a hipótese levantada de que o aumento do teor de 

proteínas do soro de leite contribui para o aumento da acidez das bebidas. As proteínas 

do soro de leite abaixo do seu ponto isoelétrico possuem mais cargas positivas em 

solução, esta condição contribui diretamente para o aumento da acidez.   

A concentração de proteína foi um dos parâmetros utilizados para diferenciar as 

formulações das bebidas. Os valores de proteínas encontrados nas formulações estão 

apresentados na Tabela 6. Verifica-se que estes valores estão dentro dos determinados 

para cada uma das formulações.  

O permeado de soro de leite foi utilizado para as formulações com 

concentrações de proteína de 0,5%, uma vez que este produto possui um teor de 

proteína igual ao do soro utilizado para a microfiltração. A utilização deste ingrediente 

foi realizada com intuito de oferecer as indústrias uma alternativa viável para a 
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utilização deste soro fluído, sem a necessidade das etapas de concentração e secagem. A 

técnica de microfiltração permite a obtenção de um produto totalmente estéril, 

utilizando tratamento térmico relativamente brando, o que resulta em menores 

alterações dos componentes termolábeis, contribuindo para uma melhor digestibilidade 

deste produto.  

O soro concentrado obtido por ultrafiltração foi utilizado nas formulações com 

2,0% de proteína, tal ingrediente assim como o permeado de soro de leite é de alta 

qualidade, por possuir uma maior concentração das proteínas do soro e boa qualidade 

microbiológica, uma vez que é obtido por meio do soro que foi submetido à 

microfiltração.  

O concentrado proteico de soro (WPC60) comercial foi utilizado para as 

formulações com maiores concentrações de proteína 4,0 e 6,0%. Este ingrediente possui 

uma alta concentração de proteína, podendo ser utilizado para todas as formulações, 

além de ser um produto disponível no mercado, de fácil utilização para as indústrias que 

não possuem os equipamentos de separação por membranas e secagem.  

Das bebidas encontradas no mercado como fonte de proteínas pode-se destacar: 

leite, bebidas a base de soja, iogurte, bebidas lácteas entre outras.  Uma porção de 

200 mL de leite integral oferece ao consumidor cerca de 6,2 g de proteínas, que 

corresponde a 8,0% da recomendação diária. Para as bebidas com proteínas de soja, a 

mesma porção fornece cerca de 5,2 g de proteínas, correspondente a 7% da 

recomendação diária, enquanto as bebidas lácteas fornece 3,7 g de proteínas, que 

corresponde a 5% da recomendação diária. Para as bebidas desenvolvidas no presente 

estudo além de serem adicionadas de compostos bioativos com excelente capacidade 

antioxidante, as proteínas de soro de leite são de alta qualidade biológica, ricas em 

aminoácidos essenciais e cálcio, desempenhando uma série funções benéficas para o 

organismo humano. As bebidas formuladas com 4,0 e 6,0% de proteínas para cada 

porção de 200 mL fornecem 8,0 e 12,0 g de proteínas, respectivamente. A bebida com 

6,0% de proteínas possui o dobro de proteínas que o leite integral na mesma porção, 

enquanto a com 4,0% possui o dobro de proteínas que a bebida láctea, justificando a 

potencialidade deste produto como fonte de proteínas.  

 As amostras de soro utilizadas se mostraram como ingredientes que 

contribuíram para aumentar o valor nutricional e funcional das formulações, cada um 

com suas particularidades, sendo que a qualidade das proteínas é a característica comum 
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entre elas. A concentração de proteínas afetou significativamente a maioria dos 

resultados físico-químicos apresentados pelas formulações.   

3.2.2 Características Colorimétricas 

O efeito do teor de proteínas nos valores de a* (componente vermelho-verde) e 

valores de c* (índice de saturação) das bebidas proteicas adicionadas de extrato de 

antocianinas, não foram significativos (p>0,05). O teor de proteínas influenciou 

significativamente (p<0,05) sobre os valores de L* (luminosidade), b* (componente 

amarelo-azul) e h* (tonalidade cromática).  Para os três parâmetros foram testados 

modelos de primeiro e segundo grau e apresentaram falta de ajustamento significativa 

(p<0,05) ou os parâmetros da regressão para ambos os modelos não significativo 

(p>0,05), portanto os modelos não foram considerados adequados para descrever estes 

parâmetros do sistema. 

Os resultados das determinações colorimétricas das bebidas proteicas 

adicionadas de extrato de antocianinas são apresentados na Tabela 8.  

 

Tabela 8 – Valores médios das coordenadas colorimétricos dos formulados proteicos 

adicionados de extrato de antocianinas.  

Coordenadas de cor F1 F2 F3 F4 

L* – luminosidade 36,92±0,73 43,24±3,99 58,63±2,75 60,91±2,97 

a* – vermelho vs verde 11,10±1,53 10,18±0,48 11,42±1,36 10,06±1,63 

b* – amarelo vs azul 4,45±1,41 2,47±1,01 7,48±0,49 7,73±0,93 

h* – ângulo de tonalidade (graus) 21,60±4,45 13,43±4,60 33,42±4,44 37,79±6,22 

c* – saturação de cor (chroma) 11,99±1,87 10,50±0,71 13,69±0,98 12,74±1,25 

F1: formulação com 0,5% de proteína; F2: formulação com 2,0% de proteína; F3: formulação 

com 4,0% de proteína; F4: formulação com 6,0% de proteína, todas as formulações adicionadas 

de extrato de antocianinas. Os valores representam a média de 3 repetições ± desvio padrão.  

 

 O parâmetro a* forneceu valores positivos para todas as bebidas, indicando 

coloração vermelha nas amostras avaliadas. Os valores referentes ao parâmetro b* 

foram também positivos, indicando também a presença da coloração amarela. Observa-

se que os valores de L* (luminosidade) aumentaram com o aumento do teor de 

proteínas, ou seja, quanto mais proteína mais clara é a amostra. 
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No diagrama de cor, o parâmetro h* representa o ângulo de tonalidade, onde o 

ângulo 0º representa vermelho puro; o 90º, o amarelo puro; o 180º, o verde puro e o 

270º, o azul puro. No caso das bebidas formuladas com extratos de antocianinas, 

percebe-se que estes ângulos foram pequenos (13,43 a 37,79) graus para as quatro 

formulações. Com isso, observa-se que as bebidas desenvolvidas com extratos de 

antocianinas possuíam tonalidade variando entre o vermelho e amarelo. 

Os valores de c* variaram de 10,50 a 13,69, entre as formulações, tais valores 

são desejáveis, pelo fato de ser a expressão da cromaticidade das bebidas, ou seja, 

representa a quantidade da cor vermelha presente nas amostras avaliadas. Observou-se 

que o teor de proteínas não alterou os valores deste parâmetro. 

Caldeira et al. (2010) avaliaram os parâmetros colorimétricos de 5 formulações 

diferentes de uma bebida láctea sabor morango, variando as concentrações de soro de 

leite e iogurte adicionado. Encontraram valores de L* que variaram de 69,32 a 80,05, 

quanto mais alta a concentração de soro de leite, maior o valor do parâmetro L*, já os 

valores de a* diminuíram com o aumento da concentração de soro, variaram de 14 a 

10,57, os valores de b* aumentaram com o aumento da concentração de soro, 1,86 a 

2,14. Os valores de a* foram muito semelhantes aos encontrados no presente estudo, no 

entanto, foram influenciadas pela concentração de soro de leite adicionada às bebidas 

lácteas, enquanto que neste estudo os valores não foram influenciados pelo teor de 

proteínas de soro de leite.  

Sari et al. (2012) verificaram os valores das coordenadas de cor L*, c* e h* em 

modelos de bebidas formuladas com tampão citrato, pH 3,0 e adicionadas de 

antocianinas extraídas de jambolão (Syzygium cumini), os valores de L* foi de 62,44, os 

valores de c* de 24,89 e do ângulo de tonalidade h* de 0,63. O valore de L* foi muito 

próximo ao da formulação F4, entretanto, o valor da coordenada c* foi superior ao 

encontrado no presente trabalho, evidenciando uma maior intensidade da coloração 

vermelha para as bebidas adicionadas de antocianinas de jambolão. Este fato pode ser 

explicado pelas diferenças de formulações e pelo valor de pH das bebidas. 

Para as bebidas adicionadas de luteína, houve efeito significativo (p<0,05) do 

teor de proteínas sobre todas as coordenadas colorimétricas apresentadas na Tabela 9. 

Foi possível ajustar um modelo matemático para os valores de b*, c* e h*.   Para as 

coordenadas L* e a*, foram testados modelos de primeiro e segundo grau e 

apresentaram falta de ajustamento significativa (p<0,05) ou os parâmetros da regressão 
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para ambos os modelos não significativo (p>0,05), portanto os modelos não foram 

considerados adequados para descrever estes parâmetros do sistema. 

Os resultados das determinações colorimétricas das bebidas proteicas 

adicionadas de luteína são apresentados na Tabela 9. 

 

Tabela 9 – Valores médios dos parâmetros colorimétricos dos formulados proteicos 

adicionados de luteína.  

Coordenadas de cor F5 F6 F7 F8 

L* – luminosidade 43,06±0,27 53,93±1,11  67,20±0,14  68,07±0,26 

a* – vermelho vs verde 9,43±0,23 11,09±0,13 10,69±0,06 10,01±0,13 

b* – amarelo vs azul 26,67±0,33  41,30±1,45 49,72±0,27 47,98±0,27 

h*–ângulo de tonalidade (graus) 70,69±0,52 74,95±0,58 77,87±0,14 78,21±0,11 

c* – saturação de cor (chroma) 28,25±0,31 42,77±
 
1,39 50,86±0,25 49,01±0,29 

F5: formulação com 0,5% de proteína; F6: formulação com 2,0% de proteína; F7: formulação 

com 4,0% de proteína; F8: formulação com 6,0% de proteína, todas as formulações adicionadas 

de luteína. Os valores representam a média de 3 repetições ± desvio padrão.  

   

Os valores de luminosidade (L*) aumentaram com o aumento do teor de 

proteínas, assim bebidas formuladas com teores de proteínas elevado apresentaram 

coloração mais clara em relação a aquelas formuladas com concentrações menores.  

A influência do teor de proteínas sobre os valores de b*, c* e h* foi modelada 

estatisticamente pelas equações representadas na Tabela 10. Os modelos foram testados 

quanto à falta de ajuste para os modelos de primeiro e segundo grau e significância dos 

parâmetros da regressão, apresentando a falta de ajuste para o modelo de segundo grau 

não significativa (p>0,05) e parâmetros da regressão significativos (p<0,05) para os 

valores de b*, c* e h*. O coeficiente de determinação foi superior a 99%, indicando que 

as equações explicam a variação dos valores das coordenadas colorimétricas em função 

do teor de proteínas.  
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Tabela 10 – Modelagem estatística do efeito do teor de proteínas sobre os parâmetros 

b*, c* e h* dos formulados proteicos adicionados de luteína. 

Determinação Modelo de Regressão R
2
 

b* - amarelo vs azul Y = -1,4003.prt
2
 + 12,9335.prt + 20,6940 0,9992 

h* – ângulo de tonalidade  Y = -0,3522.prt
2
 + 3,6466.prt + 68,9883 0,9996 

c* – saturação de cor  Y = -1,3927.prt
2
 + 12,7767.prt + 22,3851 0,9989 

  prt = teor de proteínas 

 

Verifica-se através das equações que os valores máximos dos parâmetros b*e c* 

são encontrados com um teor de proteínas de 5,0%, acima desse teor de proteínas os 

valores desses parâmetros decrescem. Deste modo, teores de proteína superiores a 5,0%, 

contribuem para a diminuição da coloração amarela. Através da equação para o ângulo 

de tonalidade (h*), observa-se que ele atinge seu valor máximo na concentração de 

proteína de 6,0%, acima deste valor, os valores decrescem, distanciando da coordenada 

b*, indicando diminuição da coloração amarela. 

 Apesar dos parâmetros colorimétricos terem sofrido influência do teor de 

proteínas, todas as bebidas avaliadas obtiveram valores elevados para as coordenadas b* 

e c*, indicando possuir cor amarela brilhante e saturada, mesmo após as etapas de 

processamento a luteína adicionada manteve-se predominante. 
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3.3 Características Bioativas 

Os teores de antocianinas totais, fenólicos totais e atividade antioxidante das 

formulações adicionadas e extrato de antocianinas são apresentados na Tabela 11.  

 

Tabela 11 – Valores médios dos teores de antocianinas totais, fenólicos totais e 

atividade antioxidante das formulações adicionadas de extrato de antocianinas. 

Determinações 
Formulações 

F1 F2 F3 F4 

Antocianinas totais 

(mg·100 g
-1

) 

1,53±0,32 1,59±0,70 1,77±0,36 1,37±0,09 

Fenólicos Totais 

(mg AGE·100g
-1

) 

32,57±0,98 55,31±3,19 74,02±2,53 83,61±6,15 

Atividade Antioxidante 

(μmol·L
-1

 Trolox·g
-1

) 

1,24±0,15 1,43±0,21 1,78±0,17 1,54±0,10 

F1: formulação com 0,5% de proteína; F2: formulação com 2,0% de proteína; F3: formulação 

com 4,0% de proteína; F4: formulação com 6,0% de proteína, todas as formulações adicionadas 

de extrato de antocianinas. Os valores representam a média de 3 repetições ± desvio padrão.  

 

Os teores de antocianinas totais não variaram significativamente (p>0,05) com o 

aumento do teor de proteínas das formulações, enquanto que para os teores de fenólicos 

e para a atividade antioxidante houve variação significativa (p<0,05) com o aumento do 

teor de proteínas das formulações. Os teores de antocianinas variaram entre 1,37 a 

1,77 mg por cada 100g de bebida, verificou-se que houve a recuperação de cerca de 70 a 

88% da quantidade de antocianinas adicionadas. 

A influência do teor de proteínas sobre os teores de fenólicos totais e atividade 

antioxidante foi modelada estatisticamente pelas equações representadas na Tabela 12.  

Os modelos foram testados quanto à falta de ajuste e significância dos 

parâmetros da regressão, apresentando a falta de ajuste para o modelo de segundo grau 

não significativa (p>0,05) e parâmetros da regressão significativos (p<0,05) para os 

teores de fenólicos totais e atividade antioxidante. O coeficiente de determinação foi 

superior a 99% para fenólicos totais e superior a 88% para a atividade antioxidante.  
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Tabela 12 – Modelagem estatística do efeito do teor de proteínas sobre os teores de 

fenólicos totais e atividade antioxidante das formulações adicionadas de extrato de 

antocianinas. 

Determinação Modelo de Regressão R
2
 

Fenólicos Totais  Y = -1,3528.prt
2 

+18,0000.prt + 24,1526 0,9996 

Atividade Antioxidante Y = -0,0381.prt
2 

+ 0,3157.prt + 1,0526 0,8859 

prt= teor de proteínas 

 

Os valores de atividade antioxidante atinge seu valor máximo na formulação 

com 4,0% de proteína. A variação significativa nos valores de atividade antioxidante foi 

atribuída às deficiências durante a etapa de extração das antocianinas dos formulados, 

uma vez que foi adicionada uma mesma concentração do extrato, pode ter ocorrido 

perdas dos compostos antioxidantes durante as etapas de extração, contribuindo para 

tais variações. 

Os teores de fenólicos totais das bebidas foram influenciados positivamente pelo 

teor de proteínas, ou seja, com o aumento de teor de proteínas, houve o aumento do teor 

de fenólicos. As proteínas de soro de leite são ricas em aminoácidos essenciais como 

cisteína, tirosina, triptofano e lisina, que atuam como interferentes nas análises de 

fenólicos totais. A metodologia espectrofotométrica de Folin-Ciocalteau é a mais 

utilizada para a determinação de compostos fenólicos totais, o princípio da técnica 

baseia-se na redução do ácido fosfomolíbdico-fosfotúngstico pelas hidroxilas fenólicas, 

produzindo um complexo de coloração azul em meio alcalino. No entanto, esta reação 

quantifica todos os fenólicos em solução, as substâncias redutoras presentes 

naturalmente nos alimentos ou aquelas que foram intencionalmente adicionadas, tais 

substâncias interferem diretamente no resultado (ANGELO e JORGE, 2007).  

Ribeiro (2012) avaliou a interferência de substâncias redutoras; ácido ascórbico, 

açúcares e alguns aminoácidos na análise de fenólicos totais nos frutos de camu-camu 

pelo método de Folin-Ciocalteu.  Foi verificado que aminoácidos cisteína, triptofano e 

tirosina são passíveis de serem detectados por esta técnica, demonstrando uma resposta 

muito alta, que variou de 21, 56 mg·AGE·L
-1

 para cisteína, 99,97 mg·AGE·L
-1

 para 

triptofano e 107,84 mg·AGE·L
-1

 para tirosina. Tal fato é decorrido, principalmente, 

devido à presença de substâncias aromáticas nas estruturas dos aminoácidos (tirosina e 

triptofano). Após realizar a purificação do extrato, verificou-se que a presença de ácido 

ascórbico, aminoácidos e açúcares, superestimaram os resultados na proporção de 17 a 
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21%, nos frutos analisados. O ácido ascórbico foi o composto que causou interferência 

majoritária nos resultados, por estar presente em maior proporção no fruto do que os 

demais interferentes, tal fato é justificado pelos altos teores de ácido ascórbico presente 

no fruto de camu-camu, acima de 1000 mg·g
-1

.  

Observou-se que a interferência nos valores de fenólicos totais neste estudo, foi 

devido aos aminoácidos presentes nas proteínas do soro. Com base no teor de fenólicos 

totais presente no extrato de cascas de jabuticaba e no volume do extrato adicionado nas 

bebidas estimou-se tal interferência.  Nas formulações com 0,5% de proteína, estima-se 

que o resultado foi superestimado em 17%, para as formulações com 2,0% de proteína 

estima-se que o resultado foi superestimado em 50%, para as demais formulações acima 

de 50%. 

Em alimentos em que não se conhece a concentração de fenólicos presentes, é 

preciso realizar a purificação do analito, para que tenha um resultado preciso da análise.  

No presente estudo, era conhecida a concentração de fenólicos que foi adicionada às 

bebidas, por meio da análise prévia do extrato, por este motivo não foi necessária a 

etapa de purificação do extrato.  

Os teores de carotenoides totais e atividade antioxidante das bebidas adicionadas 

de luteína são apresentados na Tabela 13. 

 

Tabela 13 – Valores médios dos teores de carotenoides totais e atividade antioxidante 

das formulações adicionadas de luteína. 

Determinações 
Formulações 

F5 F6 F7 F8 

Carotenoides Totais (mg·100g
-1

) 2,46±0,09 2,68±0,14 2,57±0,08 2,53±0,20 

Atividade Antioxidante 

(μmol·L
-1

 Trolox·g
-1

) 

0,10±0,002 0,09±0,01 0,11±0,01 0,10±0,01 

F5: formulação com 0,5% de proteína; F6: formulação com 2,0% de proteína; F7: formulação 

com 4,0% de proteína; F8: formulação com 6,0% de proteína, todas as formulações adicionadas 

de luteína. Os valores representam a média de 3 repetições ± desvio padrão.  O teor de 

carotenoides totais foi expresso em mg de luteína por 100g de bebida. 

 

Os teores de carotenoides totais e atividade antioxidante não variaram 

significativamente (p>0,05) com o aumento do teor de proteínas das formulações. Da 

concentração de luteína adicionada às bebidas, houve uma recuperação de cerca de 75% 

a 83% da luteína adicionada, pelo método de extração utilizado.  
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Foram adicionadas às formulações 3,2 mg de luteína por cada 100g da bebida, 

este valor foi definido com base a dados da literatura que determinam que uma 

concentração de 20 mg de luteína por dia é considerado seguro. A ausência de quaisquer 

efeitos adversos evidentes a partir de dados publicados disponíveis para ensaios clínicos 

em humanos e animais apresenta a luteína como um ingrediente com elevado grau de 

confiança para utilização nos alimentos, mas recomenda-se que não extrapole o valor 

determinado como seguro (SHAO e HATHCOCK, 2006).  

Verifica-se que as bebidas proteicas desenvolvidas apresentam um teor de 

luteína considerável, quando comparados com alimentos dos quais a luteína está 

presente naturalmente. Nachtigall et al. (2007) avaliaram o teor de luteína em algumas 

hortaliças comumente consumidas no estado de Minas Gerais, entre elas acelga, agrião, 

almeirão, azedinho, mostarda, rúcula e alguns vegetais não convencionais, lobrobô, 

serralha e taioba. Em termos de luteína, a rúcula destacou-se como a fonte mais 

promissora (5,12 mg·100 g
-1

), o lobrobô apresentou teores que variou de  (4,76 

mg·100 g
-1 

a 3,50 mg·100 g
-1

), extraídos por meio de etanol e tetraidrofurano, 

respectivamente. A proporção de luteína em relação ao total de carotenoides foi elevada 

nas hortaliças amargas, como, almeirão, azedinho e rúcula.  

O estudo realizado por Aryana et al. (2006) também avaliou teores de luteína 

adicionados à produtos lácteos, no entanto,  a quantificação foi por cromatografia 

líquida de alta eficiência. Foram adicionados teores de luteína (0, 0,5, 1,5, e 3,0 mg) ao 

iogurte e avaliado a estabilidade deste composto durante 5 semanas de armazenamento. 

O estudo mostrou que houve uma boa recuperação dos teores de luteína adicionados 

pelo método de extração e quantificação utilizada, o pequeno decréscimo nestes teores 

ao final do estudo foi devido ao período de armazenamento. 

A atividade antioxidante das bebidas adicionadas de luteína foi inferior à 

atividade antioxidante das bebidas adicionadas de antocianinas conforme apresentado 

pela Tabela 11. As diferenças das estruturas químicas dos carotenoides e dos fenólicos 

levam a uma capacidade antioxidante diferente entre estes compostos. O número de 

duplas ligações conjugadas afeta a coloração e a capacidade antioxidante dos 

carotenoides. Porém, a atividade antioxidante é afetada pela dupla conjugada do anel, a 

ação sequestrante de radicais é proporcional ao número de duplas ligações conjugadas, 

presentes nas moléculas dos carotenoides (STRINGHETA et al., 2007).  
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As amostras de luteína extraídas foram solubilizadas em etanol absoluto e 

submetidas a uma análise de varredura por espectrofotometria no UV-VIS entre 350 e 

550 nm, onde se obteve como comprimento de onda de máxima absorção o valor de 

445  nm. 

O espectro de absorção da luteína extraída dos formulados proteicos adicionados 

de luteína são apresentados na Figura 7. 

 

 

Figura 7 – Espectro de absorção da luteína extraída dos formulados, obtido no 

espectrofotômetro Shimadzu UV-Visível 1601PC. 

 

 Verificou-se que os espectros de absorção apresentados na Figura 7, são 

característicos da luteína, a absorbância apresentada por cada formulação no 

comprimento de onda de máxima absorção está diretamente relacionada com o teor de 

luteína presente em cada bebida, F6 foi a que apresentou maior valor de absorbância, 

assim apresentou maior concentração de luteína, quanto comparado com as demais 

formulações. F5 e F8 mostraram seus espectros de absorção quase que sobrepostos, 

indicando que os teores de luteína de cada uma delas foram muito próximos.  
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3.4 Análises Microbiológicas 

As análises microbiológicas foram realizadas com o intuito de verificar a 

eficiência do tratamento térmico assim como a ocorrência de alguma contaminação pós-

processamento que colocasse em risco a segurança do consumidor. A qualidade 

microbiológica das bebidas foi avaliada para verificar a presença de micro-organismos 

resultantes da contaminação pela matéria-prima, embalagem, ambiente de 

processamento e manipuladores.  

Na Tabela 14 são apresentados os resultados das análises microbiológicas 

realizadas nas diferentes formulações de bebidas adicionadas de extrato de antocianinas. 

 

Tabela 14 – Análise microbiológica das bebidas formuladas com extrato de 

antocianinas 

Contagem (UFC·mL
-1

) 
Formulações 

F1  F2     F3       F4 

Mesófilos aeróbios <10 1,0 x 10
1
 2,0 x 10

1
 1,1 x 10

2
 

Coliformes <10 <10 <10 <10 

Escherichia coli <10 <10 <10 <10 

Staphylococcus aureus <10 <10 <10 <10 

F1: formulação com 0,5% de proteína; F2: formulação com 2,0% de proteína; F3: formulação 

com 4,0% de proteína; F4: formulação com 6,0% de proteína, todas as formulações adicionadas 

de extrato de antocianinas. Os valores representam a média de 3 repetições.  

 

As formulações F1, F2, F3 e F4 apresentaram contagem inferior a                   

1 UFC·mL
-1 

para os micro-organismos Escherichia coli, coliformes e Staphylococcus 

aureus. Para mesófilos aeróbios e anaeróbios facultativos a formulação F1 também 

apresentou contagem inferior a 1 UFC·mL
-1

, enquanto para as formulações F2, F3 e F4 

foram encontradas contagens de 1,0 x 10
1
, 2,0 x 10

1
 e 1,1 x 10

2 
UFC·mL

-1
, 

respectivamente. Não há uma legislação específica para bebidas proteicas, que 

determina seus padrões microbiológicos, no entanto ao observarmos a legislação de 

bebida láctea, verifica-se que a única diferença que há entre a bebida estudada e a 

bebida láctea é a adição de leite.  

Entende-se por bebida láctea o produto lácteo resultante da mistura do leite (in 

natura, pasteurizado, esterilizado, UHT, reconstituído, concentrado, em pó, integral, 

semidesnatado ou parcialmente desnatado e desnatado) e soro de leite (líquido, 
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concentrado e em pó) adicionado ou não de outros produtos alimentícios (BRASIL, 

2005). Os valores das contagens de mesófilos aeróbios e coliformes encontrados nas 

bebidas proteicas adicionadas de extrato de antocianinas foram inferiores aos padrões 

microbiológicos estabelecidos para a bebida láctea pasteurizada. 

Observou-se que a formulação F1 foi a que apresentou menor contagem quando 

comparada as demais. Este resultado obtido foi devido à qualidade da matéria-prima 

utilizada; apesar de todas as formulações terem sido tratadas termicamente, a 

formulação F1 foi produzida utilizando permeado de soro de leite obtido pela operação 

de separação de microfiltração, que elimina todos os micro-organismos alteradores, 

dentro do limite de detecção da técnica. Isto mostra a importância do controle da 

qualidade da matéria-prima para obtenção de um produto final com as características 

desejadas. Outra justificativa é que a membrana de microfiltração é estéril, o que não 

ocorre com a membrana de ultrafiltração, sendo considerada também uma fonte de 

contaminação do retentado, utilizado nas formulações com 2,0% de proteína. 

Uma provável fonte de contaminação das formulações é o ambiente de 

processamento. A média das contagens de mesófilos aeróbios e anaeróbios facultativos 

encontrados durante o envase das bebidas adicionadas de antocianinas e das adicionadas 

de luteína foi de 1,1 x 10
2
 UFC·cm

-2
·semana

-1
 e 1,8 x 10

2
 UFC·cm

-2
·semana

-1
, 

respectivamente. Os valores recomendados para a contaminação em ambientes de 

processamento de alimentos é que não seja superior a 30 UFC·cm
-2

·semana
-1

 (APHA, 

1992, citado por ANDRADE, 2008). Os valores encontrados estão acima do 

recomendado confirmado que o ambiente de processamento contribui para a 

contaminação das bebidas. 

As contagens de mesófilos aeróbios e anaeróbios facultativos encontrados nas 

formulações F2, F3 e F4 podem ser justificadas pela ocorrência de contaminação 

durante o processamento, por falhas durante a manipulação do produto, ambiente de 

processamento e higienização dos utensílios utilizados. 
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Os resultados das análises microbiológicas das bebidas proteicas adicionadas de 

luteína são apresentados na Tabela 15.  

 

Tabela 15 - Análise microbiológica das bebidas formuladas com luteína 

Contagem (UFC·mL
-1

)  
Formulações 

F5 F6   F7       F8 

Mesófilos aeróbios 1,4 x 10
2
 1,9 x 10

2
 3,0 x 10

2
 3,6 x 10

2
 

Coliformes <10 <10 <10 <10 

Escherichia coli <10 <10 <10 <10 

Staphylococcus aureus <10 <10 <10 <10 

F5: formulação com 0,5% de proteína; F6: formulação com 2,0% de proteína; F7: formulação 

com 4,0% de proteína; F8: formulação com 6,0% de proteína, todas as formulações adicionadas 

de luteína. Os valores representam a média de 3 repetições.  

 

As bebidas proteicas adicionadas de luteína apresentaram contagem inferior a              

1 UFC·mL
-1

 para os micro-organismos Escherichia coli, coliformes e Staphylococcus 

aureus. Para a enumeração de mesófilos aeróbios e anaeróbios facultativos as 

formulações F5, F6, F7 e F8 apresentaram contagens que variaram de 1,4 x 10
2
 a 3,6 x 

10
2
 UFC·mL

-1
. 

A formulação que obteve as menores contagens foi a F5, formulada com 

permeado de soro de leite, obtido por microfiltração. As contagens de mesófilos 

aeróbios e anaeróbios facultativos assim como as encontradas nas bebidas adicionadas 

de antocianinas, podem ser justificadas por alguma falha ocorrida durante o 

processamento e manipulação do produto. Caldeira et al. (2010) avaliaram a qualidade 

microbiológica de bebidas lácteas sabor morango pasteurizada, e encontraram valores 

de mesófilos aeróbios que variaram de  1,1 x 10
3 

a 8,9 x 10
3 

UFC·mL
-1

.
 
 Estes valores 

foram superiores aos encontrados no presente trabalho. 

Zubiolo et al. (2012) avaliaram a presença de mesófilos aeróbios em duas 

formulações de bebidas lácteas pasteurizadas produzidas com soro de leite e soro de 

leite em pó, encontrando contagens de 1,0 x 10
2 

e 1,5 x 10
2 

UFC·mL
-1

, respectivamente. 

Os resultados apresentados em ambos os estudos foram inferiores aos estabelecidos pelo 

Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Bebida Láctea para bebida láctea 

pasteurizada, que permite o máximo de duas amostras, em cinco analisadas, contendo 

contagens entre 7,5x10
4 
UFC·mL

-1 
e 1,5x10

5 
UFC·mL

-1
de mesófilos aeróbios. 



 

 

58 

 

Deste modo, os resultados indicaram que o preparo das bebidas foi realizado 

atendendo às Boas Práticas de Fabricação (BPF), possibilitando a obtenção de um 

produto microbiologicamente seguro. 

3.5 Viscosidade 

Os resultados mostraram que as formulações contendo 4% de proteínas (F3 e 

F7) apresentaram viscosidade de 21,37 e 26,02 mPa.s, respectivamente, enquanto para 

as formulações contendo 6% de proteínas (F4 e F8), os valores de viscosidade foram de 

61,83 e 54,04 mPa.s, respectivamente. Para as demais formulações os resultados de 

viscosidade foram expressos como menor que 20 mPa.s, devido ao sensor utilizado 

possuir um limite de detecção acima deste valor. A partir dos resultados, pode-se inferir 

que a concentração de proteínas alterou a viscosidade das bebidas.  

O aumento da viscosidade relacionado com o aumento do teor de proteínas 

ocorre devido às propriedades de agregação e capacidade de retenção de água das 

proteínas de soro de leite (WALSTRA et al., 2006). 

 Outro fator importante que contribuiu para o aumento da viscosidade foi o 

tratamento térmico a que as bebidas foram submetidas (63 ºC/30minutos). Parte das 

proteínas do soro desnaturam e ligam-se à outras moléculas por interações hidrofóbicas 

e pontes dissulfídricas, formando redes que aumentam a resistência ao escoamento do 

fluído.  

O tratamento térmico induz uma mudança conformacional que resulta na 

exposição dos grupamentos tiol que pode formar ligações dissulfeto com outras 

proteínas contendo cisteína, como a β-lactoglobulina. A formação de ligações dissulfeto 

intermoleculares é essencial para a formação de géis de proteínas do soro e de estrutura 

de espuma estável, além de contribuir para o aumento da viscosidade (FOX e 

MCSWEENEY, 1998).  

Os valores de viscosidade podem influenciar de forma diferenciada na 

aceitabilidade sensorial dos produtos alimentícios. Durante o processamento de iogurtes 

é desejável que haja a desnaturação proteica, por facilitar a formação do gel (LUCEY e 

SINGH, 1998).  Por outro lado, o aumento da viscosidade geralmente não é apreciado 

em bebidas por interferir na fluidez do produto final. 
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3.6 Aceitabilidade Sensorial 

3.6.1 Impressão Global 

Dos 112 consumidores que participaram da análise sensorial para impressão 

global das bebidas proteicas adicionadas de extrato de antocianinas, 60,72% eram do 

sexo feminino e 39,28% do sexo masculino. As idades dos consumidores variaram entre 

15 a 59 anos, sendo a idade média de 25 anos, e o desvio-padrão de 10,51 anos. 

Observou-se a predominância de consumidores jovens e adultos, correspondendo a 73% 

dos consumidores. Devido ao teste sensorial ter sido realizado em um laboratório 

localizado em uma universidade, a maioria dos participantes foram estudantes de 

graduação, pós-graduação e funcionários da instituição, justificando a predominância 

desses julgadores. 

Os resultados da avaliação da impressão global das bebidas proteicas 

adicionadas de extrato de antocianinas são apresentados na Tabela 16.  

 

Tabela 16 – Médias dos julgamentos para impressão global das bebidas proteicas 

adicionadas de extrato de antocianinas. 

   Formulações Médias dos Julgamentos 

F3 6,33ª 

F1 6,16ª 

F2 6,00
a 

 F4 5,63
b
 

F1: 0,5% de proteína; F2: 2,0% de proteína; F3: 4,0% de proteína, F4: 6,0% de proteína, todas 

as formulações adicionadas de extrato de antocianinas. Médias seguidas pela mesma letra, na 

coluna, não diferem entre si pelo teste de Tukey ao nível de 5% de significância (p>0,05). 

 

As formulações das bebidas proteicas adicionadas de antocianinas F1, F2 e F3 

não diferiram significativamente (p>0,05) entre si pelo teste de Tukey, em relação à 

impressão global, no entanto diferiram significativamente (p<0,05) da formulação F4.  

As notas das formulações F1, F2 e F3 ficaram na escala hedônica (entre 6 e 7, ou seja, 

―gostei ligeiramente‖ a ―gostei moderadamente‖), enquanto a nota da formulação F4 na 

escala hedônica ficou (entre 5 e 6, ou seja, ―indiferente‖ a ―gostei ligeiramente‖). Os 

julgadores não perceberam diferenças significativas entre as bebidas F1, F2 e F3, sendo 

consideradas estatisticamente iguais. 

Os resultados dos testes de aceitação sensorial podem ser geralmente avaliados 

estatisticamente por análise de variância (ANOVA) e testes de comparações de médias, 
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no entanto, são desconsideradas as individualidades dos julgadores, uma vez que são 

calculadas as médias dos julgamentos por cada amostra avaliada. O mapa de preferência 

é uma técnica que permite a comparação das preferências e aceitações e as relaciona 

com as características de qualidade do produto, considerando as individualidades de 

cada julgador, por meio da utilização de procedimentos estatísticos multivariados, assim 

obtêm a representação gráfica das diferenças de aceitação, entre as diversas amostras 

avaliadas (MINIM, 2010). 

Com os dados obtidos no teste de aceitação para as quatro formulações de 

bebidas proteicas adicionadas de extrato de antocianinas foi realizada a análise do Mapa 

de Preferência interno. 

Na Figura 8, o primeiro componente principal explica 56,27% da variação de 

aceitação entre as amostras das bebidas proteicas e o segundo, 22,49%. Os dois 

primeiros componentes explicam 78,76% da variância entre as amostras quanto a sua 

aceitação, sendo considerados suficientes para discriminar as amostras quanto à 

impressão global.  

No mapa de preferência, os consumidores estão representados por pontos onde 

cada abscissa e ordenada de um ponto é, respectivamente, a correlação linear entre o 

consumidor e os componentes principais. A correlação dos consumidores com pelo 

menos um dos componentes indica diferença na aceitação das formulações. Desta 

forma, os consumidores localizados na região central dos gráficos não correlacionam 

com nenhum dos componentes, não sendo capaz perceber as diferenças entre as 

formulações. 
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A: Dispersão das amostras de bebidas proteicas adicionadas de extrato de antocianinas 

em relação à aceitação dos consumidores.  

 

 B: Correlação entre a aceitação de cada consumidor e os dois componentes principais. 

F1: 0,5% de proteína; F2: 2,0% de proteína; F3: 4,0% de proteína, F4: 6,0% de proteína, todas 

as formulações adicionadas de extrato de antocianinas. 

 Figura 8 - Mapa de preferência interno em relação à impressão global para as bebidas 

proteicas adicionadas de extrato de antocianinas. 

 



 

 

62 

 

Na Figura 8, o primeiro gráfico representa a dispersão das amostras em relação 

aos dois componentes principais, e o segundo gráfico representa a correlação entre os 

dados de aceitação dos consumidores e os dois componentes principais. Cada ponto 

representa a avaliação sensorial de um consumidor.  

A dispersão das amostras na representação gráfica indica a formação de quatro 

grupos. O primeiro grupo constituído pela amostra F1 presente no primeiro quadrante. 

O segundo formado pela amostra F3 presente no segundo quadrante. O terceiro formado 

pela amostra F4 no terceiro quadrante. E o quarto grupo formado pela amostra F2 no 

quarto quadrante.  

Um grupo pequeno de consumidores correlacionou negativamente com o 

primeiro e segundo componente principal, tendendo a aceitação da bebida F4.  Houve 

uma distribuição homogênea dos consumidores em relação aos componentes principais, 

para as bebidas F1, F2 e F3, indicando que elas foram igualmente aceitas.  

Tanto os dados analisados por analise de variância (ANOVA) quanto por análise 

multivariada (análise de componentes principais) levou a mesma conclusão dos 

resultados, que tanto bebidas formuladas com baixa concentração de proteínas (0,5% e 

2%), como as formuladas com uma maior concentração proteínas (4%) foram bem 

aceitas pelos consumidores.  Entretanto, a bebida F4 foi a que obteve menor aceitação, a 

alta concentração de proteína levou a uma maior viscosidade em relação às demais 

formulações, que não foi apreciada pelos consumidores. Além disso, a alta concentração 

de proteínas interferiu na cor do formulado, atributo este decisivo para determinar a 

aceitação de um produto pelos consumidores. 

A avaliação da impressão global das bebidas proteicas adicionadas de luteína foi 

realizada com 114 consumidores, sendo que 63,15% eram do sexo feminino e 36,85% 

do sexo masculino. A idade dos consumidores variou de 16 a 64 anos, com média de 26 

anos e desvio-padrão de 10,19 anos. Houve predominância de participantes jovens e 

adultos, correspondendo 80,7% dos consumidores.  

Os resultados da avaliação da impressão global das bebidas proteicas 

adicionadas de luteína são apresentados na Tabela 17.  
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Tabela 17 – Médias dos julgamentos para impressão global das bebidas proteicas 

adicionadas de luteína. 

      Formulações Médias dos Julgamentos 

F6 7,11ª 

F8 6,40
b
 

F5 6,33
b
 

F7 6,27
b
 

F5: 0,5% de proteína; F6: 2,0% de proteína; F7: 4,0% de proteína, F8: 6,0% de proteína, todas 

as formulações adicionadas de luteína. Médias seguidas por uma mesma letra, na coluna, não 

diferem entre si pelo teste de Tukey ao nível de 5% de significância (p>0,05). 

 

A bebida proteica F6 foi a que obteve a maior aceitação dos consumidores em 

relação à impressão global, deferindo significativamente (p<0,05) das bebidas proteicas 

F5, F7 e F8 que, por sua vez, não diferiram significativamente (p>0,05) entre si.  As 

notas das formulações F5, F7 e F8 variaram na escala hedônica entre 6 e 7 

correspondendo a ―gostei ligeiramente‖ e ―gostei moderadamente‖. A nota da 

formulação F6 na escala hedônica ficou entre 7 e 8, ou seja, ―gostei moderadamente‖ e 

―gostei muito‖. 

Com os dados obtidos no teste de aceitação para as quatro formulações de 

bebidas proteicas adicionadas de luteína foi realizada a análise do Mapa de Preferência 

Interno.  

Na Figura 9, o primeiro componente explica 54,32% da variação de aceitação 

entre as amostras das bebidas proteicas e o segundo, 26,14%. Os dois primeiros 

componentes explicam 80,46% da variância entre as amostras quanto a sua aceitação, 

sendo considerados suficientes para discriminar as amostras quanto à impressão global. 

A dispersão das amostras na representação gráfica indica a formação de três 

grupos. O primeiro grupo constituído pela amostra F6 presente no primeiro quadrante. 

O segundo formado pela amostra F5 e F7 no terceiro quadrante. E o terceiro grupo 

formado pela amostra F8 no quarto quadrante.  
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A: Dispersão das amostras de bebidas proteicas adicionadas de luteína em relação à 

aceitação dos Consumidores.  

 

B: Correlação entre a aceitação de cada consumidor e os dois componentes principais. 

F5: 0,5% de proteína; F6: 2,0% de proteína; F7: 4,0% de proteína, F8: 6,0% de proteína, todas 

as formulações adicionadas de luteína. 

Figura 9 - Mapa de preferência interno em relação à impressão global para as bebidas 

proteicas adicionadas de luteína. 

A maioria dos consumidores correlacionaram positivamente com o primeiro e 

segundo componente principal, tendendo a aceitação da formulação F6. Um pequeno 

grupo de consumidores correlacionaram negativamente com o primeiro e segundo 
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componente principal, tenderam a aceitação das bebidas F5 e F7, um comportamento 

semelhante observou-se para a formulação F8.  

Os resultados obtidos pela análise de variância e por meio da análise 

multivariada (mapa de preferência) levaram a conclusões semelhantes, em que a 

formulação com maior aceitação foi a F6 e as formulações F5, F7 e F8 foram 

igualmente aceitas.  

Felberg et al. (2010) encontraram resultados parecidos ao avaliarem a aceitação 

sensorial de bebidas de soja sabor café por meio do mapa de preferência interno e 

análise de variância. As diferentes formulações foram obtidas variando a concentração 

do extrato hidrossolúvel de soja e do café solúvel. Os resultados apresentados pela 

análise de variância e pelo mapa de preferência levaram a conclusões muito 

semelhantes, indicando boa correlação entre os dois tipos de análises dos dados. Além 

disso, o mapa de preferência possibilitou distinguir três grupos de consumidores 

distintos, indicando que a aceitação de cada um dos grupos variou com a forma em que 

a bebida foi apresentada (quente ou fria) e hábito de consumo deste produto pelos 

avaliadores. 

Avaliando o mapa de preferência observou-se que a formulação F8 ficou entre 

as amostras que apresentou menor aceitação sensorial, isto pode ser atribuído a maior 

viscosidade apresentada por este produto, devido à alta concentração de proteínas.  

As bebidas proteicas adicionadas de antocianinas com maior aceitação foram F1, 

F2 e F3, enquanto que das adicionadas de luteína a formulação F6 foi a mais aceita. 

Observou-se diferenças entre a aceitabilidade sensorial das bebidas adicionadas de 

antocianinas e de luteína. Estas diferenças foram atribuídas ao tipo de corante utilizado: 

o extrato de antocianinas foi adicionado puro, enquanto que a luteína foi adicionada em 

forma de pó contendo carreador (amido modificado, amido de milho e xarope de 

glicose). Este pode ter contribuído para o aumento da viscosidade das bebidas, 

interferindo na aceitabilidade sensorial das formulações contendo maior teor de 

proteínas.  
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3.6.2 Cor 

A aceitação sensorial do atributo cor foi determinada pelo mesmo grupo de 

consumidores que avaliaram a impressão global das formulações. Assim, 112 

consumidores avaliaram a cor das bebidas proteicas adicionadas de extrato de 

antocianinas e 114 consumidores avaliaram a cor das bebidas proteicas adicionadas de 

luteína.   

Os resultados da avaliação da cor das bebidas proteicas adicionadas de 

antocianinas são apresentados na Tabela 18.  

 

Tabela 18 - Médias dos julgamentos para o atributo cor das bebidas proteicas 

adicionadas de extrato de antocianinas. 

    Formulações Médias dos Julgamentos 

F3 6,32ª 

F2 6,20ª 

F1 5,83
b
 

F4 5,72
b
 

F1: 0,5% de proteína; F2: 2,0% de proteína; F3: 4,0% de proteína, F4: 6,0% de proteína, todas 

as formulações adicionadas de extrato de antocianinas. Médias seguidas pela mesma letra, na 

coluna, não diferem entre si pelo teste de Tukey ao nível de 5% de significância (p>0,05). 

 

As médias das formulações F2 e F3 não diferiram significativamente           

(p>0,05) entre si quanto ao atributo cor, o que também foi observado para as 

formulações F1 e F4. Entretanto, as bebidas F2 e F3 diferiam significativamente 

(p<0,05) das outras duas. 

Observa-se que as formulações F3 e F2 foram as que obtiveram maior nota 

média dos julgamentos, sendo as mais aceitas pelos consumidores quanto ao atributo 

cor. Suas médias situaram na escala hedônica entre 6 e 7, ou seja, ―gostei ligeiramente‖ 

a ―gostei moderadamente‖, enquanto para as formulações F1 e F4 as médias situaram 

entre 5 e 6, ou seja, ―indiferente‖ a ―gostei ligeiramente‖, sendo portanto as menos 

aceitas. 

As bebidas formuladas com maior e menor concentração de proteínas F1 e F4, 

respectivamente, foram as que apresentaram menor aceitação pelos consumidores em 

relação ao atributo cor. A uma mesma concentração de extrato de antocianinas, a alta 

concentração de proteína tornou a cor vermelha mais diluída e clara, devido ao aumento 

de luminosidade; enquanto para a menor concentração, a coloração vermelha foi mais 
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intensa, devido à menor luminosidade. Tais extremos não foram aceitos pelos 

consumidores. 

Na Figura 10, o primeiro componente explica 59,77% da variação de aceitação 

entre as amostras das bebidas proteicas e o segundo, 30,49%. Os dois primeiros 

componentes explicam 90,26% da variância entre as amostras, sendo considerados 

suficientes para discriminar as amostras quanto ao atributo cor. 
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A: Dispersão das amostras de bebidas proteicas adicionadas de extrato de antocianinas 

em relação à aceitação dos Consumidores. 

 

B: Correlação entre a aceitação de cada consumidor e os dois componentes principais. 

F1: 0,5% de proteína; F2: 2,0% de proteína; F3: 4,0% de proteína, F4: 6,0% de proteína, todas 

as formulações adicionadas de extrato de antocianinas. 

Figura 10 - Mapa de preferência interno em relação ao atributo cor para as bebidas 

proteicas adicionadas de extrato de antocianinas. 
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A representação gráfica da dispersão das amostras indica a formação de quatro 

grupos. O primeiro grupo constituído pela amostra F2 presente no primeiro quadrante. 

O segundo formado pela amostra F3 presente no segundo quadrante. O terceiro formado 

pela amostra F4 no terceiro quadrante. E o quarto grupo formado pela amostra F1 no 

quarto quadrante.  

Partes dos consumidores correlacionaram positivamente com o primeiro e 

segundo componente principal, isto mostra que os consumidores tenderam a aceitação 

das bebidas F2 e F3 dispersas nestes dois quadrantes, quanto ao atributo cor. Houve 

grupo de consumidores que correlacionaram negativamente com segundo componente 

principal, tendendo a aceitação das bebidas F1 e F4, e alguns consumidores situaram-se 

no centro do gráfico não correlacionando com nenhum dos componentes. 

Não houve nenhuma tendência apresentada pelos consumidores, nenhuma das 

amostras foi influenciada diretamente pela opinião de um grupo de consumidores, 

indicando que o atributo cor das bebidas adicionadas de extrato de antocianinas foi 

avaliado de forma semelhante entre as formulações.   

Os resultados da avaliação da cor das bebidas proteicas adicionadas de luteína 

são apresentados na Tabela 19.  

 

Tabela 19 - Médias dos julgamentos para o atributo cor das bebidas proteicas 

adicionadas de luteína.  

      Formulações Médias dos Julgamentos 

F6 7,39ª 

F7 7,16ª
, b

 

F5 6,52
b, c

 

F8 6,85
c
 

F5: 0,5% de proteína; F6: 2,0% de proteína; F7: 4,0% de proteína, F8: 6,0% de proteína, todas 

as formulações adicionadas de luteína. Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, não 

diferem entre si pelo teste de Tukey ao nível de 5% de significância (p>0,05). 

 

Não houve diferença significativa (p>0,05) entre os seguintes pares de 

formulações: F6 e F7, F7 e F5, F5 e F8. No entanto as formulações F6 e F8 diferiram 

significativamente (p<0,05) entre si quanto ao atributo cor. O mesmo observou-se entre 

as formulações F6 e F5 e entre as formulações F7 e F8. 

Com base nos resultados apresentados na Tabela 19, as formulações F6 e F7 

foram as que obtiveram maior média de julgamentos, quanto à cor. Suas médias 

situaram na escala hedônica entre 7 e 8, ou seja, ―gostei moderadamente‖ a ―gostei 
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muito‖, enquanto para as formulações F5 e F8 as médias dos julgamentos na escala 

hedônica situaram entre 6 e 7, ou seja, ―gostei ligeiramente‖ a ―gostei moderadamente‖, 

sendo portanto as menores médias.  

A formulação das bebidas adicionadas de luteína que obteve menor aceitação 

quanto à cor foi a desenvolvida com maior concentração de proteína.  Este resultado 

mostra que para formular uma bebida proteica com alta concentração de proteína é 

preciso também aumentar a concentração dos corantes adicionados. Assim é possível 

diminuir a luminosidade e aumentar a intensidade da cor contribuindo para melhor 

aceitação dos consumidores. 

As formulações que obtiveram maiores médias de aceitação em relação à cor 

foram aquelas adicionadas de luteína. As formulações adicionadas de extrato de 

antocianinas obtiveram as menores notas, tal fato pode ser explicado pela maior 

intensidade da coloração das antocianinas ser apresentada em pH abaixo de 3,5, como 

os formulados foram ajustados para o pH igual a 4,0 a cor vermelha não foi tão intensa. 

As antocianinas são comercialmente usadas em soluções ácidas como em refrigerantes, 

pH entre 2,5 e 3,8, em que apresentam cor vermelha. Para aplicação geral, o pH entre 

1,0 e 3,5 confere maior estabilidade ao pigmento (BARROS e STRINGHETA, 2006; 

SILVA et al., 2012). 

Na Figura 11, o primeiro componente explica 54,36% da variação de aceitação 

entre as amostras das bebidas proteicas e o segundo, 26,66%. Os dois primeiros 

componentes explicam 81,02% da variância entre as amostras quanto a sua aceitação, 

sendo considerados suficientes para discriminar as amostras quanto ao atributo cor. 

A representação gráfica da dispersão das amostras indica a formação de três 

grupos. O primeiro grupo constituído pela amostra F6 situada no primeiro quadrante. O 

segundo formado pela amostra F7 e F8 presente no terceiro quadrante. O terceiro 

formado pela amostra F5 no quarto quadrante.  
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A: Dispersão das amostras de bebidas proteicas adicionadas de luteina em relação à 

aceitação dos Consumidores. 

 

B: Correlação entre a aceitação de cada consumidor e os dois componentes principais. 

F5: 0,5% de proteína; F6: 2,0% de proteína; F7: 4,0% de proteína, F8: 6,0% de proteína, todas 

as formulações adicionadas de luteína. 

Figura 11 - Mapa de preferência interno em relação ao atributo cor para as bebidas 

proteicas adicionadas de luteína. 
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Como se pode observar a separação espacial das formulações para a cor foi 

muito semelhante quando comparado à impressão global, ou seja, os grupos sugeridos 

pela análise dos dados da impressão global são semelhantes aos sugeridos para os dados 

de cor, diferindo apenas a disposição de 2 formulações, os consumidores se encontram 

localizados nos mesmos quadrantes. Isto mostra que a cor é tão importante para o 

consumidor discriminar uma amostra, quanto ao sabor e aroma do produto.  

Os gráficos representados na Figura 11 mostram uma dispersão uniforme dos 

consumidores nos quatro quadrantes. A maior parte dos consumidores correlacionaram 

positivamente com o primeiro e segundo componente principal, a outra parte dos 

consumidores correlacionaram negativamente com o primeiro e segundo componente 

principal. Com base na dispersão das amostras verifica-se que a formulação que obteve 

maior aceitação sensorial quanto ao atributo cor foi a F6 e a que obteve a menor 

aceitação foi a F5.  

Com base nos resultados de aceitabilidade sensorial das bebidas proteicas 

adicionadas de compostos bioativos foram escolhidas duas formulações mais aceitas 

pelos consumidores quanto à impressão global e cor para que fossem submetidas ao 

estudo de estabilidade. Diante dos resultados apresentados, a formulação F6 (com 2,0% 

de proteína) foi escolhida como a mais aceita quanto à impressão global, e estar entre as 

mais aceitas quanto à cor, representando, portanto o grupo das formulações adicionadas 

de luteína. A formulação F3 (com 4,0% de proteína) foi escolhida para o estudo de 

estabilidade, uma vez que estava dentre o grupo das mais aceitas, quanto à cor e 

impressão global, das bebidas adicionadas de extrato de antocianinas, além disso, possui 

a maior concentração de proteínas dentre as formulações mais aceitas, justificando a 

importância da realização do estudo de estabilidade deste formulado. 
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3.7 Estudo de Estabilidade 

Corantes naturais são muito instáveis a uma série de condições extremas na qual 

são submetidos, no entanto muitas indústrias alegam que o uso do corante natural é 

inviável devido a sua instabilidade durante o período de armazenamento. Com base 

nestas alegações muitas pesquisas vêm sendo realizadas neste âmbito, a fim de provar 

que dependendo das condições de armazenamento no qual o corante é submetido ele se 

mantém estável durante este período. 

Aryana et al. (2006) realizaram o estudo de estabilidade de iogurtes de morango 

adicionadas de pequenas concentrações de luteína ao longo de 35 dias.  O teor de 

luteína, a viscosidade, a cor e o pH foram avaliados, sendo os iogurtes armazenados à 

temperatura de 5 ºC. Constatou-se a redução dos teores de luteína em todas as 

formulações durante o período de armazenamento. 

Rosso e Mercadante (2007) realizaram a avaliação da estabilidade de bebidas 

isotônicas e soluções tampão adicionadas de antocianinas extraídas de açaí e acerola, 

submetidas à presença de luz.  A presença da luz contribuiu significativamente para a 

degradação das antocianinas de ambas as fontes nos dois sistemas estudados. A 

composição das bebidas e a fontes das quais foram obtidas os extratos também 

contribuíram para a estabilidade das antocianinas. 

Por outro lado, a luz (fluorescente) não afetou significativamente a estabilidade 

de antocianinas provenientes de extratos etanólicos de cascas de jabuticaba quando 

armazenadas à temperatura ambiente por 185 dias. A perda de aproximadamente 23% 

no teor de antocianinas foi atribuída ao tempo e à temperatura de armazenamento 

(LIMA et al., 2011).  

Sari et al. (2012) realizaram o estudo das propriedades de cor, estabilidade e 

atividade antioxidante das antocianinas naturais e copigmentadas dos frutos de 

jambolão em um sistema modelo de bebidas. A estabilidade das antocianinas, natural e 

copigmentadas foram analisadas quanto o efeito da temperatura de aquecimento, luz 

fluorescente, e condições de armazenamento por 4 semanas, nas temperaturas de 28 ºC 

e 7 ºC. O armazenamento afetou a estabilidade das antocianinas, em que o aumento da 

temperatura a partir da refrigeração (7 ºC) para temperatura ambiente (28 ºC) acelerou a 

degradação ambas antocianinas, naturais e copigmentadas. 
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3.7.1 Antocianinas Totais 

Os resultados da variação do teor de antocianinas totais ao longo do período de 

armazenamento para a bebida proteica F3 são apresentados na Figura 12. 

 

 

Figura 12 – Variação dos teores de antocianinas totais durante o período de 

armazenamento da bebida proteica (F3). 

 

Verificou-se que não houve alteração significativa no teor de antocianinas totais 

ao longo do tempo (p>0,05) para a formulação estudada. Ao longo dos 60 dias de 

armazenamento, o teor de antocianinas totais variou de 1,78 a 1,71 mg·100 g
-1

 de 

bebida, confirmando que as condições de armazenamento utilizadas (refrigeração) não 

promoveram a degradação das antocianinas. Portanto, o corante utilizado foi estável 

durante este período, mantendo suas características bioativas.  

Araújo et al. (2009) encontraram variações significativas entre os teores de 

antocianinas totais de néctar de amora armazenado sob congelamento durante 90 dias, 

variando de 118,95 a 110,84 mg·100 g
-1

. No entanto, esses valores confirmaram a baixa 

degradação dos compostos antociânicos do néctar de amora-preta congelado durante o 

armazenamento, evidenciando a importância dessa condição para a preservação desses 

compostos.  

Cipriano (2011) realizou o estudo de estabilidade de bebidas isotônicas 

adicionadas de extrato de antocianinas de açaí e de cascas de jabuticaba, sob diferentes 
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condições de armazenamento: luz e escuro, temperatura ambiente (25 ºC) e 

refrigeração (4 ºC). A condição de refrigeração foi a que proporcionou menor 

degradação das antocianinas ao longo do período de armazenamento, sendo que as 

bebidas formuladas com extrato de cascas de jabuticaba apresentaram menor 

degradação que as bebidas formuladas com extrato de açaí.  

Fatores como estrutura química, o pH, a temperatura, a luz, a presença de 

oxigênio influenciam a estabilidade das antocianinas, assim como as interações que 

ocorrem entre elas e os componentes dos alimentos, tais como ácido ascórbico, íons 

metálicos, açúcares e copigmentos. O grau de hidroxilação exerce importante efeito na 

estabilidade das antocianinas, sendo que aquelas que contêm mais grupos hidroxilas em 

sua estrutura são menos estáveis. Inversamente, alto grau de metoxilação aumenta a 

estabilidade das antocianinas (FRANCIS, 1989).  

Portanto, as condições de armazenamento sob refrigeração e congelamento são 

as mais apropriadas para evitar a degradação das antocianinas.   

3.7.2 Carotenoides Totais 

Os resultados da variação do teor de carotenoides totais ao longo do período de 

armazenamento para a bebida proteica F6 são apresentados na Figura 13. 

 

 

Figura 13 – Variação dos teores de carotenoides totais (luteína) durante o período de 

armazenamento da bebida proteica (F6). 

Os valores do teor de luteína encontrados para a bebida com 2% de proteina 

estão de acordo com o que foi adicionado, aproximadamente 3,2 mg·100 g
-1

 de bebida. 
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O processo realizado para extrair a luteína da  bebida recuperou de 75 a 83%  da 

quantidade adicionada. 

Não houve degradação significativa (p>0,05)  do teor de luteina ao longo do 

tempo para a formulação estudada. Durante os 60 dias de armazenamento, o teor de 

luteína variou de 2,68 a 2,45 mg·100 g
-1

, confirmando que a condição de 

armazenamento utilizada (refrigeração) não promoveu a redução da quantidade de 

luteína, mantendo suas características bioativas.  

Aryana et al. (2006) realizaram a quantificação das diferentes concentrações de 

luteína (0, 0,5, 1,5, e 3,0 mg·170 g
-1

) adicionadas em  iogurte de morango por um 

período de 35 dias e verificaram que em todos os tratamentos ocorreu um pequeno 

decréscimo no teor de luteína ao longo do período de armazenamento. Apesar do 

iogurte ter sido armazenado a (5 ºC), esta condição não foi suficiente para evitar a 

degradação da luteína ao longo dos 35 dias. 

A composição dos alimentos contribuem para a estabilidade dos compostos 

bioativos, as antocianinas necessitam de um pH baixo para a maior estabilidade da cor, 

assim como o controle da temperatura, presença de luz e oxigênio. A luteína se mantêm 

estável a uma faixa ampla de pH, no entanto é necessário que haja o controle dos outros 

fatores para preservação deste composto. Algumas matrizes de alimentos contribuem 

para maior estabilidade dos corantes naturais, as proteínas de soro de leite são utilizadas 

como encapsulantes de tais compostos, atuando como uma rede protetora, impedindo a 

degradação. O estudo realizado por Betz et al. (2011) comprova tal afirmação, em que 

foi realizado o encapsulamento de extrato de mirtilo por géis de proteínas de soro de 

leite, mostrando-se eficiência na preservação destes compostos.  

3.7.3  Atividade Antioxidante 

Os resultados da variação da atividade antioxidante ao longo do período de 

armazenamento para as bebidas proteicas adicionadas de extrato de antocianinas e de 

luteína, F3 e F6 são apresentados na Figura 14.  
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Figura 14 – Variação da atividade antioxidante durante o período de armazenamento 

paras as bebidas proteicas adicionadas de extrato de antocianinas (F3) e de luteína (F6). 

 

Verificou-se que não houve alteração significativa (p>0,05) dos valores de 

atividade antioxidante para as formulações F3 e F6 durante os 60 dias de 

armazenamento. A atividade antioxidante da formulação F3 variou de 1,78 a 1,59 

μmol·L
-1

.g
-1

 e de 0,09 a 0,08 μmol·L
-1

.g
-1

 para a formulação F6. A manutenção da 

atividade antioxidante foi devida a ausência de degradação do teor de antocianinas totais 

e carotenoides totais durante o período em estudo.  Isto reforça a importante relação 

entre a atividade antioxidante e o teor destes componentes no alimento. 

A atividade antioxidante da bebida adicionada de extrato de antocianinas foi 

superior em comparação com a bebida adicionada de luteína. Este efeito é devido às 

diferenças na composição e estrutura de compostos antioxidantes naturalmente 

presentes nos alimentos.  

O extrato de cascas de jabuticaba é um pigmento rico em antocianinas e possui 

uma série de outros fenólicos que lhe conferem uma alta capacidade antioxidante, 

dentre eles se destacam a rutina, quercetina e o ácido elágico.  A estrutura desses 

compostos, a glicosilação e hidroxilação das antocianidinas influenciam diretamente a 

atividade antioxidante (WANG et al., 1997; EINBOND et al., 2004). 

A luteína possui uma estrutura linear, com duplas ligações conjugadas, esta 

estrutura lhe confere atividade antioxidante, no entanto, é menor em comparação com as 
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antocianinas, devido às diferenças estruturais entre elas. A luteína não só tem ligações 

duplas conjugadas, que proporciona atividade sobre o radical livre, mas também 

possuem dois grupos hidroxilas em ambas as extremidades da sua estrutura química, 

atribuindo-lhe atividade antioxidante superior a dos demais carotenoides (HAYES et al., 

2011). A adição de extratos de antocianinas aos alimentos resulta na incorporação de 

outros compostos fenólicos, que também contribuem para a atividade antioxidante, ao 

contrário da luteína que é geralmente adicionada aos alimentos de forma isolada.  

Hayes et al. (2011) avaliaram a atividade antioxidante por quatro métodos 

diferentes de análise (ORAC, FRAP, DPPH
.
 e ABTS

.+
) dos fotoquímicos; ácido elágico, 

sesamol, extrato de folhas de oliveira e luteína. Foi verificado que a luteína foi o 

composto que apresentou menor atividade antioxidante dentre os compostos avaliados, 

para todos os métodos de testes antioxidantes. No entanto, os carotenoides, como a 

luteína, podem desempenhar um papel como um antioxidante em fases lipídicas, 

aprisionando radicais livres ou oxigênio singlete, desempenhando um papel importante 

na inibição da oxidação lipídica.  

3.7.4 Acidez  

Os resultados da variação da acidez titulável ao longo do período de 

armazenamento para as bebidas proteicas adicionadas de extrato de antocianinas e de 

luteína, F3 e F6 são apresentados na Figura 15.  

Verificou-se que para ambas as bebidas não houve alteração significativa da 

acidez (p>0,05).  Isto implica que sob as condições de armazenamento, não houve 

alteração da acidez titulável. 
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Figura 15 – Variação da acidez titulável durante o período de armazenamento para as 

bebidas proteicas adicionadas de extrato de antocianinas (F3) e de luteína (F6). 

 

 A acidez elevada ao longo do período de armazenamento é um indicativo de 

contaminação microbiológica, pois alguns micro-organismos alteradores produzem 

ácidos a partir de alguns substratos presentes no alimento, contribuindo para o aumento 

da acidez titulável. As bebidas foram formuladas mantendo os valores de pH igual a 4,0, 

armazenadas sob refrigeração, além da adição de sorbato de potássio que é um 

conservante que inibe o crescimento de alguns micro-organismos. Estes fatores atuaram 

como barreiras que impediram o desenvolvimento de micro-organismos, contribuindo 

para a estabilidade da acidez, sendo considerado um indicativo da qualidade 

microbiológica. 

Ao longo dos 60 dias, a acidez titulável para a bebida proteica F3 variou entre 

0,77 a 0,81%, enquanto para a bebida proteica F6 variou entre 0,56 a 0,58%. Esta 

variação entre os valores de acidez de ambas as formulações foi devido aos diferentes 

teores de proteínas presente em cada uma das bebidas.  

3.7.5 pH 

Os resultados da variação dos valores de pH ao longo do período de 

armazenamento para as bebidas proteicas adicionadas de extrato de antocianinas e de 

luteína, F3 e F6 são apresentados na Figura 16.  
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Figura 16 – Variação dos valores de pH durante o período de armazenamento para as 

bebidas proteicas adicionadas de extrato de antocianinas (F3) e de luteína (F6). 

 

Não foram observadas alterações significativas (p>0,05) entre os valores de pH 

das bebidas proteicas adicionadas de antocianinas e luteína durante o período de 

armazenamento, indicando que o conteúdo de íons H
+
 livres presente nas bebidas não 

variaram significativamente, sob as condições de armazenamento. Os valores de pH 

para a formulação F3 variou de 4,03 a 4,08, enquanto que para a formulação F6 a 

variação foi de 4,06 a 4,07. Estes valores revelam a boa estabilidade microbiológica do 

produto durante o período estudado com relação aos micro-organismos patogênicos. No 

estudo realizado por Karaaslan et al. (2011) também não foi encontrado variações 

significativas nos valores de pH e acidez de iogurtes adicionados de extrato de uva de 

diferentes variedades após 7 dias de armazenamento. 

Oscilações nos valores de pH foram encontrados por Araújo et al.(2009) 

avaliando a estabilidade de néctar de amora armazenado sob congelamento por 90 dias 

de armazenamento. A variação de pH durante o período de estocagem dependerá 

principalmente das condições que o alimento está armazenado, da composição e da 

qualidade microbiológica deste alimento. 

Para as bebidas formuladas com extrato de antocianinas é desejável que não haja 

a variação de pH, uma vez que a sua cor é totalmente dependente desse fator. Variação 

brusca do pH pode contribuir para a degradação da cor, indicando também a degradação 

dos compostos bioativos e da capacidade antioxidante.  
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3.7.6 Sólidos Solúveis Totais 

Os resultados da variação do teor de sólidos solúveis totais ao longo do período 

de armazenamento para as bebidas proteicas adicionadas de extrato de antocianinas e de 

luteína, F3 e F6 são apresentados na Figura 17.  

 

 

Figura 17 – Variação dos valores de sólidos solúveis totais durante o período de 

armazenamento para as bebidas proteicas adicionadas de extrato de antocianinas (F3) e 

de luteína (F6). 

 

Os teores de sólidos solúveis totais variaram de 24,1 a 23,6 para as bebidas 

adicionadas de extrato de antocianinas e de 23,0 a 22,7 para as adicionadas de luteína, 

sem alteração significativa (p>0,05) durante o armazenamento. O mesmo 

comportamento foi observado por Araújo et al. (2009) quando não verificaram alteração 

nos teores de sólidos solúveis totais do néctar de amora durante os 90 dias. 

3.7.7 Cor 

Os valores das diferenças dos parâmetros de cor entre o tempo inicial (0) e os 

demais tempos (7, 15, 30, 45 e 60) dias são apresentados na Tabela 20. Os valores das 

coordenadas de cor, a* e b* foram positivos para ambas as bebidas, ou seja, 

apresentaram coloração vermelha para F3 e amarela para F6, devido a cada tipo de 
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corante natural adicionado. Os valores de luminosidade (L*) foram elevados para ambas 

às bebidas F3 e F6.  

Por meio dos resultados apresentados pelas coordenadas a* e b*, foram 

calculados os valores de c*e h*. A formulação F6 apresentou valores de c* superiores 

aos da formulação F3, isto indica que a amostra de bebida F6 possuía cores mais puras e 

intensas em relação a F3. Esta diferença se deve as diferenças das matérias-primas 

utilizadas para a fabricação de cada uma dessas bebidas, levando a diferentes 

combinações de cores.  

  Para a coordenada h* observou-se pequenos valores para a formulação F3, 

indicando que esta bebida apresentava tonalidades que tendia ao vermelho, enquanto 

que para a formulação F6 apresentou valores maiores da coordenada h*, tendendo a 

coloração amarela.  Os resultados mostraram uma relação com cada corante natural que 

foi adicionado, a formulação F6 que foi adicionada de luteína apresentou coloração 

amarela, enquanto que a formulação F3 adicionada de extrato de antocianinas 

apresentou coloração vermelha. 

A partir das coordenadas L*, a* e b* foi calculada a diferença global de cor 

(ΔE*) entre o tempo 0 e cada tempo de estocagem. Observou-se que com o aumento do 

período de estocagem, houve aumento dos valores de ΔE*. Alguns autores relatam que 

valores de ΔE* > 10 indicam que a degradação ocorrida na antocianina ou luteína pode 

ser facilmente percebida pelos olhos humanos, este representa o limiar de percepção da 

diferença de cor (GONNET, 2001; DE ROSSO E MERCADANTE, 2007). Para ambas 

as bebidas os valores da diferença global de cor foram muito inferiores a 10.  Portanto, a 

variação de cor que ocorreu ao longo do período de armazenamento foi insignificante, 

não sendo percebida pelo olho humano, não influenciando na aceitação sensorial das 

bebidas. 
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Tabela 20 - Variação das coordenadas cor das bebidas proteicas formuladas com 

extrato de antocianinas de cascas de jabuticaba (F3) e luteína (F6), durante 60 dias de 

armazenamento. 

Tipo de bebida Dias Luminosidade 

(L*) 

Chroma 

(c*) 

Tonalidade 

(h*) 

Diferença 

Global de cor 

(ΔE*) 

F3 
0 58,63±1,98 13,69±0,75 33,42±3,10 1,82±0,46 

7 58,57±3,01 13,45±0,51 39,51±7,36  

F3 
0 58,63±1,98 13,69±0,75 33,42±3,10 2,14±0,29 

15 59,39±2,68 12,99±0,61 41,31±6,26  

F3 
0 58,63±1,98 13,69±0,75 33,42±3,10 2,58±1,04 

30 59,05±2,90 13,18±0,99 43,84±8,65  

F3 
0 58,63±1,98 13,69±0,75 33,42±3,10 2,82±0,53 

45 59,13±3,01 12,89±1,12 45,01±7,20  

F3 
0 58,63±1,98 13,69±0,75 33,42±3,10 2,98±0,97 

60 59,03±3,14 12,88±1,15 45,84±9,18  

F6 
0 53,94±1,12 42,77±1,39 74,96±0,58 0,44±0,26 

7 53,66±0,86 42,49±1,22 74,79±0,57  

F6 
0 53,94±1,12 42,77±1,39 74,96±0,58 0,83±0,18 

15 53,44±1,08 42,15±1,67 74,84±0,47  

F6 
0 53,94±1,12 42,77±1,39 74,96±0,58 1,31±0,19 

30 53,27±1,15 41,65±1,41 74,93±0,59  

F6 
0 53,94±1,12 42,77±1,39 74,96±0,58 2,10±0,84 

45 52,95±1,59 40,93±2,07 75,11±0,16  

F6 
0 53,94±1,12 42,77±1,39 74,96±0,58 1,72±0,48 

60 53,17±0,96 41,24±1,01 74,80±0,62  

*Os valores representam a média de 3 repetições ± desvio-padrão. 



 

 

84 

 

Os resultados da variação dos valores de luminosidade (L*) ao longo do período 

de armazenamento para as bebidas proteicas adicionadas de extrato de antocianinas e de 

luteína, F3 e F6 são apresentados na Figura 18.  

 

 

Figura 18 - Variação dos valores da coordenada luminosidade (L*) para as bebidas 

proteicas adicionadas de extrato de antocianinas (F3) e de luteína (F6) durante o período 

de armazenamento.  

 

Observou-se que não houve alterações significativas (p>0,05) nos valores da 

coordenada (L*) que representa a luminosidade ou clareza das bebidas ao longo do 

período de armazenamento.  Os valores de L* variaram entre 58,63 no tempo 0 a 59,03 

no tempo 60 para a formulação F3, enquanto que para a formulação F6 os valores 

situaram-se entre 53,94 para o tempo 0 e 53,17 para o tempo 60.  As diferenças dos 

valores de L* entre o tempo final e inicial foi de menos de 1 unidade para cada uma das 

bebidas. Diferenças maiores foram relatadas por Cipriano (2011), que avaliando a 

estabilidade de bebidas isotônicas adicionadas de extrato de cascas de jabuticaba e açaí 

encontrou um aumento dos valores da coordenada L* ao longo do período de 

armazenamento. O aumento foi de 1,5 unidades para as bebidas adicionadas de extrato 

de cascas de jabuticaba e 3 unidades para as bebidas adicionadas de açaí, sob a condição 

de refrigeração (4 ºC). 

O armazenamento sob refrigeração (5 ºC) foi a condição utilizada por Aryana et 

al. (2006)  para manter iogurtes de morango adicionados de diferentes concentrações de 
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luteína, por um período de 35 dias. Os valores de L* decresceram com o tempo de 

armazenamento, a diminuição desses valores foi atribuído à proteólise realizada pelas 

bactérias do iogurte ao longo deste período, sendo que a quantidade de luteína 

adicionada não afetou estes resultados. 

Os resultados da variação dos valores de saturação (c*) ao longo do período de 

armazenamento para as bebidas proteicas adicionadas de extrato de antocianinas e de 

luteína, F3 e F6 são apresentados na Figura 19. 

 

 

Figura 19 - Variação dos valores da saturação ou chroma (c*) para as bebidas proteicas 

adicionadas de extrato de antocianinas (F3) e de luteína (F6) durante o período de 

armazenamento.  

 

Não houve alteração significativa (p>0,05) nos valores de saturação (c*) ao 

longo do período de armazenamento. Isto indica que não houve diminuição da 

intensidade da coloração vermelha, para a formulação F3, e da coloração amarela para a 

formulação F6.  As antocianinas e a luteína adicionadas não degradaram ao longo do 

período de armazenamento, as Figuras 12 e 13, justificam esta afirmação. Os valores de 

c* variaram entre 13,69 no tempo 0 a 12,88 no tempo 60 para a formulação F3, 

enquanto que para a formulação F6 os valores situaram-se entre 42,77 para o tempo 0 e 

41,24 para o tempo 60. 
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Os resultados da variação dos valores de tonalidade (h*) ao longo do período de 

armazenamento para as bebidas proteicas adicionadas de extrato de antocianinas e de 

luteína, F3 e F6 são apresentados na Figura 20. 

 

 

 

Figura 20 - Variação dos valores de tonalidade (h*) para as bebidas proteicas 

adicionadas de extrato de antocianinas (F3) e de luteína (F6) durante o período de 

armazenamento.  

 

Assim como as coordenadas L* e c*, os valores de h* não sofreram alterações 

significativas (p>0,05) ao longo do período de armazenamento. O valor do ângulo h* 

representa a tonalidade da bebida, quanto menor o valor do ângulo, mais próximo a 

bebida estará do eixo a*, quanto maior o valor de ângulo h*, mais próximo a bebida 

estará do eixo b*. Os valores de h* variaram entre 33,42 no tempo 0 a 45,84 no tempo 

60 para a formulação F3, enquanto que para a formulação F6 os valores situaram-se 

entre 74,96 para o tempo 0 e 75,11 para o tempo 60. Estes valores demonstraram as 

diferenças das cores de cada uma das bebidas, a adicionada de extrato de antocianinas 

apresentou um valor de h* inferior da adicionada de luteína. Ângulos menores indicam 

tonalidade vermelha (antocianinas), ao passo que ângulos maiores indicam tonalidade 

amarela (luteína).  
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Os resultados da variação de diferença global de cor (ΔE*) ao longo do período 

de armazenamento para as bebidas proteicas adicionadas de extrato de antocianinas e de 

luteína, F3 e F6 são apresentados na Figura 21. 

 

 

Figura 21 - Variação dos valores da diferença global de cor (ΔE*) para as bebidas 

proteicas adicionadas de extrato de antocianinas (F3) e de luteína (F6) durante o período 

de armazenamento.  

 

Houve efeito significativo (p<0,05) do período de armazenamento sobre os 

valores de ΔE* para as bebidas F3 e F6. A influência do período de armazenamento foi 

modelada estatisticamente pelas equações representadas na Tabela 21. Os modelos 

foram testados quanto à falta de ajuste e significância dos parâmetros da regressão, para 

os modelos de primeiro e segundo grau. A formulação F6 apresentou falta de ajuste não 

significativa (p>0,05) para o modelo de primeiro grau e parâmetros da regressão 

significativos (p<0,05). O coeficiente de determinação foi superior a 85%, enquanto que 

a formulação F3 apresentou falta de ajuste não significativa (p>0,05) para o modelo de 

segundo grau e parâmetros da regressão significativos (p<0,05). O coeficiente de 

determinação foi superior a 87%. 
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Tabela 21 – Modelagem estatística do efeito do tempo sobre os valores de ΔE* das 

formulações F3 e F6. 

Determinação Modelo de Regressão R
2
 

ΔE*/ F6 Y = 0,03162.T + 0,2437 0,8544 

ΔE*/ F3 Y = -0,00126.T
2
 + 0,1138.T + 0,5069 0,8701 

T = Tempo 

 

A variação do parâmetro ΔE* em função do tempo de armazenamento para a 

formulação F6 segue um modelo de primeiro grau. O tempo contribuiu positivamente 

para o aumento dos valores ΔE* da formulação F6. Para a formulação F3, a variação do 

parâmetro ΔE* em função do tempo de armazenamento segue um modelo de segundo 

grau. 

Avaliando o pH e as coordenadas colorimétricas de leite fermentado adicionado 

de luteína Dias (2009) verificou que o período de armazenamento não teve efeito 

significativo sobre os valores de cor e pH das amostras avaliadas. 

A estabilidade de bebidas isotônicas adicionadas de antocianinas extraídas de 

açaí e acerola foram avaliadas por Rosso e Mercadante (2007) sob a presença de luz. 

Houve redução dos valores da coordenada a*, devido à degradação da coloração 

vermelha, o mesmo foi observado para a coordenada c*, diminuição da intensidade da 

coloração vermelha.  Os valores de  ΔE* aumentaram com o tempo de armazenamento 

(300 horas) indicando a diferença da cor entre o tempo inicial e final das amostras 

analisadas. 

Observou-se que para qualquer que seja o tempo de armazenamento do produto, 

a condição de estocagem do qual o produto foi submetido deve ser controlada, para que 

a cor, os compostos bioativos e sua capacidade antioxidante sejam preservados. A 

resposta colorimétrica obtida para este estudo foi independente do período de 

armazenamento das bebidas, apenas a diferença global de cor foi afetada por este fator.  
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4. CONCLUSÃO 

As bebidas proteicas mantiveram suas características físico-químicas, 

microbiológicas e bioativas após o processamento. Os valores de acidez, sólidos 

solúveis e os parâmetros colorimétricos foram influenciados pelo teor de proteínas para 

ambos os corantes utilizados, tais alterações foram devido aos diferentes teores de 

proteínas utilizados nos formulados. 

A formulação com 2,0% de proteína adicionada de luteína foi a que apresentou 

maior aceitação pelos consumidores, enquanto que para as bebidas adicionadas de 

extrato de antocianinas as formulações com 0,5%, 2,0% e 4,0%, foram igualmente 

aceitas. As formulações com 6,0% de proteína foram as menos aceitas, devido às 

variações de cor consequência da alta concentração de proteína, além do aumento 

expressivo da viscosidade. 

As formulações F3 e F6 submetidas ao estudo de estabilidade apresentaram uma 

excelente estabilidade ao longo do 60 dias de armazenamento. Não houve alteração 

significativa (p>0,05) nas características físico-químicas, teor dos compostos bioativos e 

atividade antioxidante ao longo do tempo. A cor de ambas as bebidas também se 

mostraram estáveis durante o período de armazenamento, havendo apenas uma pequena 

variação do parâmetro ΔE*, no entanto, tal variação não compromete a coloração da 

bebida não interferindo na aceitação sensorial, uma vez que não é perceptível ao olho 

humano. 

É possível adicionar corantes naturais às bebidas formuladas com proteínas de 

soro de leite, uma vez que eles se mantêm estáveis ao longo do período de 

armazenamento contribuindo para o aumento do valor nutricional e da capacidade 

antioxidante do produto final. As bebidas obtiveram uma boa aceitação sensorial, sendo 

considerado um produto promissor para o mercado, tanto pelo alto valor biológico das 

proteínas, como pela maior concentração da qual foi adicionada ao produto.
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ANEXOS 

 

Quadro 1 – ANOVA das regressões obtidas para as respostas de acidez titulável e pH dos formulados 

*Significativo a p<0,05, 
ns

 não significativo a p>0,05. 
 

 

        Bebidas proteicas adicionadas de Antocianinas Bebidas proteicas adicionadas de Luteína 

Fontes de Variação 
                                        Acidez                                            Acidez   

GL SQ QM F p GL SQ QM F p 

Regressão 3 0,4085 0,1362 11,15 <.0001* 3 0,6148 0,2049 287,52 <.0001* 

Resíduos 8 0,0977 0,0122   8 0,0057 0,0007   

Falta de Ajuste 2 0,0089 0,0044 0,37 0,7037
ns

 2 0,0016 0,0008 1,17 0,3584
ns

 

Erro Puro 6 0,0888 0,0148   6 0,0041    

Total 11 0,5063    11 0,6205    

Fontes de Variação 
                                        pH                                                 pH  

GL SQ QM F p GL SQ QM F p 

Regressão 3 0,0708 0,0236 2,40 0,1438
ns

 3 0,0022 0,0007 2,28 0,1562
ns

 

Resíduos 8 0,0788 0,0098   8 0,0025 0,0003   

Total 11 0,1497    11 0,0047    
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Quadro 2 – ANOVA das regressões obtidas para as respostas de sólidos solúveis totais e luminosidade (L*) dos formulados 

*Significativo a p<0,05,  
ns

 não significativo a p>0,05. Apesar da significância da regressão para os valores da variável L* dos formulados, não foi possível ajustar 

um modelo que melhor explicasse esta variação. 

 

 

 

           Bebidas proteicas adicionadas de Antocianinas Bebidas proteicas adicionadas de Luteína 

Fontes de Variação 
                            Sólidos Solúveis Totais                                 Sólidos Solúveis Totais  

GL SQ QM F p GL SQ QM F p 

Regressão 3 55,3000 18,4333 42,62 0,0001* 3 49,8491 16,6164 52,47 <.0001* 

Resíduos 8 3,4600 0,4325   8 2,5333 0,3167   

Falta de Ajuste 2 1,2328 0,6164 1,43 0,2955
ns

 2 0,5121 0,2560 0,81 0,4788
ns

 

Erro Puro 6 2,9272 0,3712   6 2,0212 0,3368   

Total 11 58,7600    11 52,3825    

Fontes de Variação 
                                              L*                                                   L*  

GL SQ QM F p GL SQ QM F p 

Regressão 3 1231,1529 410,3843 49,86 <.0001* 
3 1277,4242 425,8080 1201,94 <.0001* 

Resíduos 8 65,8513 8,2314   
8 2,8341 0,3542   

Total 11 1297,0043    11 1280,2584    
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Quadro 3 – ANOVA das regressões obtidas para as respostas de a* (vermelho vs verde) e b* (amarelo vs azul) dos formulados 

*Significativo a p<0,05,  
ns

 não significativo a p>0,05. Apesar da significância da regressão para os valores da variável a* das bebidas adicionadas de luteína e os 

valores da variável b* das bebidas adicionadas de antocianinas, não foi possível ajustar um modelo que melhor explicasse essa variação. 

 

 

                   Bebidas proteicas adicionadas de Antocianinas Bebidas proteicas adicionadas de Luteína 

Fontes de Variação                          a*                             a*  

GL SQ QM F p GL SQ QM F p 

Regressão 3 4,0993 1,3664 0,77 0,5428
ns

 3 5,3284 1,7761 74,39 <.0001* 

Resíduos 8 14,2114 1,7764   8 0,1910 0,0238   

Total 11 18,3107    11 5,5194    

Fontes de Variação                          b*                                 b*  

GL SQ QM F p GL SQ QM F p 

Regressão 3 57,5521 19,1840 18,67 0,0006* 3 989,1240 329,7080 557,25 <.0001* 

Resíduos 8 8,2191 1,0273   8 4,7334 0,5917   

Falta de Ajuste - - - - - 1 0,7145 0,7145 1,21 0,3038
ns

 

Erro Puro                   - -   7 4,0189 0,5741   

Total                 11 65,7713   11 993,8574    
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Quadro 4 – ANOVA das regressões obtidas para as respostas de c* (saturação) e h* (tonalidade) dos formulados 

*Significativo a p<0,05,  
ns

 não significativo a p>0,05.  Apesar da significância da regressão para os valores da variável h* das bebidas adicionadas de antocianinas, 

não foi possível ajustar um modelo que melhor explicasse essa variação. 

 

                                                 Bebidas proteicas adicionadas de Antocianinas 

Fontes de Variação                           c*                             h*  

GL SQ QM F p GL SQ QM F p 

Regressão 3 16,2575 5,4191 3,31 0,0783
ns

 3 1110,8630 370,2876 15,29 0,0011* 

Resíduos 8 13,1134 1,6391   8 193,7648 24,2206   

Total 11 29,3709    11 1304,6278    

                              Bebidas proteicas adicionadas de Luteína  

Fontes de Variação                           c*                                 h*  

GL SQ QM F p GL SQ QM F p 

Regressão 
3 945,2948 315,0982 573,82 <.0001* 3 109,1304 36,3768 224,64 <.0001* 

Resíduos 
8 4,3930 0,5491   8 1,2954 0,1619   

Falta de Ajuste 1 0,9790 0,9790 1,78 0,2185
ns

 1 0,0387 0,0387 0,24 0,6379
ns

 

Erro Puro 7 3,4140 0,4877   7 1,2513 0,1787   

Total 11 949,6878    11 110,4258    
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Quadro 5 – ANOVA das regressões obtidas para as respostas de atividade antioxidante, antocianinas totais e carotenoides totais dos formulados 

*Significativo a p<0,05,  
ns

 não significativo a p>0,05. 

 

 

 

               Bebidas proteicas adicionadas de Antocianinas Bebidas proteicas adicionadas de Luteína 

Fontes de Variação                          Atividade Antioxidante                           Atividade Antioxidante  

GL SQ QM F p GL SQ QM F p 

Regressão 3 0,4676 0,1558 5,46 0,0245* 3 0,0007 0,0002 1,56 0,2721
ns

 

Resíduos 8 0,2282 0,0285   8 0,0012 0,0002   

Falta de Ajuste 1 0,0533 0,0533 1,87 0,2088
ns

 - -    

Erro Puro 7 0,1749 0,0249   - -    

Total 11 0,6959    11 0,0019    

Fontes de Variação                          Antocianinas Totais                                 Carotenoides Totais  

GL SQ QM F p GL SQ QM F p 

Regressão 3 0,2587 0,0862 0,47 0,7143
ns

 3 0,0779 0,0259 1,32 0,3343
ns

 

Resíduos 8 1,4820 0,1852   8 0,1576 0,0197   

Total 11 1,7407    11 0,2354    
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Quadro 6 – ANOVA das regressões obtidas para as respostas de fenólicos totais das formulações adicionadas de antocianinas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
                                                     *Significativo a p<0,05,  

ns
 não significativo a p>0,05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bebidas proteicas adicionadas de Antocianinas 

Fontes de Variação                          Fenólicos Totais  

GL SQ QM F p 

Regressão 3 4561,4602 1520,4867 109,57 0,0001* 

Resíduos 8 111,0166 13,8770   

Falta de Ajuste 1 1,9543 1,9543 0,14 0,7172
ns

 

Erro Puro 7 109,0623 15,5803   

Total 11 4672,4767    
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ESTUDO DE ESTABILIDADE 

 

Quadro 7 – ANOVA das regressões obtidas para as respostas de acidez e pH das bebidas F3 e F6. 

F3: bebida proteica com 4,0% de proteína adicionada de antocianinas; F6: bebida proteica com 2,0% de proteína adicionada de luteína. 

*Significativo a p<0,05, 
ns

 não significativo a p>0,05. 

 

 

 

 

  F3 F6 

Fontes de Variação                          Acidez                            Acidez  

GL SQ QM F p GL SQ QM F p 

Regressão 5 0,0082 0,0017 0,22 0,9462
ns

 5 0,0009 0,0001 0,16 0,9716
 ns

 

Resíduos 12 0,0897 0,0074   12 0,0142 0,0011   

Total 17 0,0980    17 0,0151    

Fontes de Variação                         pH                                pH  

GL SQ QM F p GL SQ QM F p 

Regressão 
5 0,0167 0,0033 0,28 0,9151

 ns
 5 

0,0265 0,0052 1,91 0,1664
 ns

 

Resíduos 
12 0,1430 0,0119   12 

0,0330 0,0027   

Total 
17 0,1597    17 

0,0525    
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Quadro 8 – ANOVA das regressões obtidas para as respostas de sólidos solúveis totais, antocianinas totais e carotenoides totais das bebidas F3 e F6. 

F3: bebida proteica com 4,0% de proteína adicionada de antocianinas; F6: bebida proteica com 2,0% de proteína adicionada de luteína. 

*Significativo a p<0,05, 
ns

 não significativo a p>0,05. 

 

 

 

 

 

 

 

F3 F6 

Fontes de Variação                      Sólidos Solúveis Totais                             Sólidos Solúveis Totais  

GL SQ QM F p GL SQ QM F p 

Regressão 5 0,9667 0,1933 3,00 0,0552
ns

 5 0,7294 0,1458 0,30 0,9016
 ns

 

Resíduos 12 0,7733 0,0644   12 5,7733 0.4811   

Total 17 1,7400    17 6,5027    

Fontes de Variação                   Antocianinas Totais                                 Carotenoides Totais  

GL SQ QM F p GL SQ QM F p 

Regressão 
5 0,0362 0,0072 0,11 0,9870

 ns
 5 0,4431 0,8867 1,80 0,1872

 ns
 

Resíduos 
12 0,7652 0,0637   12 0,5906 0,0492   

Total 
17 0,8014    17 1,0337    
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Quadro 9 – ANOVA das regressões obtidas para as respostas de atividade antioxidante e valores de L* (luminosidade) das bebidas F3 e F6. 

F3: bebida proteica com 4,0% de proteína adicionada de antocianinas; F6: bebida proteica com 2,0% de proteína adicionada de luteína. 

*Significativo a p<0,05, 
ns

 não significativo a p>0,05. 

 

 

 

 

 

 

 

F3 F6 

Fontes de Variação                         Atividade Antioxidante                             Atividade Antioxidante  

GL SQ QM F p GL SQ QM F p 

Regressão 5 0,2816 0,0563 0,63 0,6823
ns

 5 0,0013 0,0003 1,32 0,3190
 ns

 

Resíduos 12 1,0768 0,0897   12 0,0023 0,0002   

Total 17 1,3584    17 0,0036    

Fontes de Variação                   L*                                 L*  

GL SQ QM F p GL SQ QM F p 

Regressão 
5 1,4626 0,2925 0,03 0,9992

 ns
 5 1,9039 0,3807 0,29 0,9109

 ns
 

Resíduos 
12 102,4310 8,5359   12 15,8959 1,3246   

Total 
17 103,8936    17 17,7998    
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Quadro 10 – ANOVA das regressões obtidas para as respostas de c* (saturação) e h* (tonalidade) das bebidas F3 e F6. 

F3: bebida proteica com 4,0% de proteína adicionada de antocianinas; F6: bebida proteica com 2,0% de proteína adicionada de luteína. 

*Significativo a p<0,05, 
ns

 não significativo a p>0,05. 

 

 

 

 

 

 

 

F3 F6 

Fontes de Variação                           c*                                 c*  

GL SQ QM F p GL SQ QM F p 

Regressão 5 1,6484 0,3297 0,38 0,8516
ns

 5 7,7960 1,5592 0,69 0,6390
 ns

 

Resíduos 12 10,3538 0,8628   12 27,0280 2,2523   

Total 17 12,0022    17 34,8240    

Fontes de Variação                           h*                                 h*  

GL SQ QM F p GL SQ QM F p 

Regressão 
5 324,0988 64,8197 1,20 0,3661

 ns
 5 0,2250 0,0450 0,16 0,9710

 ns
 

Resíduos 
12 648,2856 54,0238   12 3,2896 0,2741   

Total 
17 972,3844    17 3,5146    
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Quadro 11 – ANOVA das regressões obtidas para as respostas de ΔE* (diferença global de cor) das bebidas F3 e F6. 

F3: bebida proteica com 4,0% de proteína adicionada de antocianinas; F6: bebida proteica com 2,0% de proteína adicionada de luteína. 

*Significativo a p<0,05, 
ns

 não significativo a p>0,05. 

 

F3 F6 

Fontes de Variação                          ΔE*                                   ΔE*  

GL SQ QM F p GL SQ QM F p 

Regressão 5 18,0772 3,6154 8,35 0,0013* 5 9,4457 1,8891 10,61 0,0004* 

Resíduos 12 5,1966 0,4330   12 2,1361 0,1780   

Falta de Ajuste 3 2,3472 0,7824 1,81 0,1995
ns

 4 1,3749 0,3437 1,93 0,1699
ns

 

Erro Puro 9 2,8494 0,3166   8 0,7612 0,0952   

Total 17 23,2738    17 11,5818    




