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RESUMO

ROCHA, Juliana de Cassia Gomes, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, marco de
2013. Adicgdo dos corantes naturais antocianinas e luteina em bebidas formuladas
com proteinas de soro de leite. Orientador: Paulo Cesar Stringheta. Coorientadores:
Antbnio Fernandes de Carvalho e Valéria Paula Rodrigues Minim.

A tendéncia atual pelo consumo de alimentos mais saudaveis, nutritivos e com
funcionalidades adicionais, leva a busca de novos produtos e ingredientes que possam
atender as necessidades destes consumidores. O desenvolvimento de um alimento a
base de proteinas de soro de leite, ricas em aminoacidos essenciais, adicionado de
antocianinas e luteina, de elevada atividade antioxidante, torna-se um importante aliado
na alimentacdo de individuos que buscam saude e bem estar. Neste contexto, o objetivo
deste trabalho foi formular e caracterizar bebidas com diferentes teores de proteinas de
soro de leite adicionadas de antocianinas e luteina; determinar o contetdo de
antocianinas totais, fendlicos totais, carotenoides totais e capacidade antioxidante; bem
como a aceitabilidade sensorial e estabilidade das formulagbes. As bebidas foram
caracterizadas quanto aos parametros fisico-quimicos (pH, acidez titulavel, SST, teor de
proteinas e cor) e microbioldgicos. Foram desenvolvidas bebidas com 0,5%, 2,0%,
4,0% e 6,0% de proteinas de soro de leite, cada qual, adicionadas de luteina e
antocianinas. As analises fisico-quimicas indicaram que a concentracdo de proteina
alterou significativamente (p<0,05) os valores de acidez e os teores de sélidos soltveis
totais das bebidas. O mesmo foi observado para fendlicos 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
angulo h*), ou seja, proximidade do eixo a*, caracteristico da presenca de antocianinas,
enquanto que para as bebidas adicionadas de luteina, apresentaram maiores valores do
angulo h*, indicando maior proximidade do eixo b*, tendendo a coloracdo amarela. Os
valores de C* foram elevados, indicando coloragcdo amarela intensa para as bebidas com
luteina. Nao houve alteracdo significativa (p>0,05) no teor de antocianinas e
carotenoides das bebidas em funcdo da concentracdo de proteinas. A atividade
antioxidante dos formulados adicionados de extrato de jabuticaba foi superior aos
adicionados de luteina. Os valores das contagens microbioldgicas mostraram que todas

as formulacGes sdo consideradas seguras para o consumo. As formulacgdes F1, F2 e F3,
Xi



foram igualmente aceitas quanto a impressao global, enquanto que para o atributo cor as
formulagdes mais aceitas foram F2 e F3. Para as bebidas adicionadas de luteina a
formulagdo mais aceita quanto a impressao global foi a F6 e para o atributo cor foram as
formulacGes F6 e F7. Com base nos resultados da aceitabilidade sensorial, foram
escolhidas as formulacbes F3 e F6 para realizar o estudo de estabilidade. O estudo da
estabilidade das bebidas mostrou que néo houve alteragéo significativa (p>0,05) do teor
dos compostos bioativos, das caracteristicas fisico-quimicas e colorimétricas. Apenas
para os valores de AE*, houve alterag&o significativa (p<0,05), indicando diferenca da
coloracdo entre as formulagc6es no tempo 0 (inicial) e tempo 60 (final). Verificou-se que
a condicdo de refrigeragdo (5 °C) mostrou ser eficiente no armazenamento destas
bebidas, contribuindo para manter as caracteristicas fisico-quimicas, bioativas e
atividade antioxidante. E possivel a utilizacdo de corantes naturais na formulacdo de
bebidas proteicas, pois além de manterem os parametros fisico-quimicos, bioativos e
microbioldgicos, apresentou padrdo de cor e sabor bem aceitos pelos consumidores,
oferecendo-lhes um produto diferenciado, com alto valor agregado, além de trazer salde

e bem estar contribuindo para boa forma fisica.

xii



ABSTRACT

ROCHA, Juliana de Céassia Gomes, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, March,
2013. Addition of natural colorantes anthocyanins and lutein in drinks made with
whey protein. Adviser: Paulo Cesar Stringheta. Co-advisers: Anténio 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 AE*, was significant change (p <.05),
indicating the color difference between formulations at time O (initial) and time 60
(final). It was verified that the cooling condition (5° 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.INTRODUCAO

A busca por qualidade de vida tem estimulado a populacao a prética de atividade
fisica aliada a uma alimentacdo saudavel, uma vez que a qualidade da dieta e o estilo de
vida do individuo estdo diretamente relacionados com salde e bem-estar. IniUmeros
estudos mostram que a alimentacdo inadequada € a principal causa de doencas crénicas
ndo transmissiveis como o diabetes, cancer e doencas coronarianas.

As proteinas de soro de leite tém se popularizado devido as suas propriedades
bioldgicas e tecno-funcionais. Possuem elevado teor de aminoacidos essenciais de
cadeia ramificada (isoleucina, leucina e valina). Estes aminoacidos especificos
estimulam vias intracelulares associadas com a sintese de proteinas musculares
(KATSANOS et al., 2006; PESCUMA et al., 2010) e pode desempenhar um papel na
resposta hormonal para alimentacdo, como estimular a secrecdo de insulina (CALBET e
MACLEAN, 2002; PESCUMA et al., 2010). Estas proteinas sdo uma excelente fonte
de célcio, que desempenha protecdo contra risco de osteoporose, fratura dos 0ssos e
outros problemas de saude, como a obesidade. Sdo mais bem absorvidas no organismo e
atuam na sintese de proteinas musculares, sendo muito utilizadas por atletas e
praticantes de atividades fisicas, para proporcionar um aumento no ganho de massa
muscular.

As caracteristicas apresentadas por estas proteinas 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 concentracdo, separacdo e
fracionamento.

Alguns ingredientes tém contribuido para conferir funcionalidade aos alimentos
como, por exemplo, as substancias bioativas. Os compostos bioativos sdo constituintes
extranutricionais que ocorrem tipicamente em pequenas quantidades nos alimentos e
podem desempenhar diversos papéis em beneficio a saide (CARRATU e SANZINI,
2005). Os corantes naturais, antocianinas e luteina, sdo compostos bioativos
encontrados na natureza, que além da fungdo de colorir possuem caracteristicas
bioldgicas especificas que lhes conferem uma excelente atividade antioxidante. A
atividade antioxidante por sua vez, é a capacidade que certas substancias tém de reduzir
ou bloguear a velocidade das rea¢des de oxidacdo induzidas por radicais livres através
de mecanismos distintos, contribuindo para a preven¢do de uma série de doengas que
séo causadas pelo estresse oxidativo do organismo.
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As antocianinas pertencem a classe dos flavonoides do grupo dos compostos
fendlicos, 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 pdrpura
(CASTANEDA-OVANDO et al., 2009). Enquanto a luteina pertence ao grupo dos
carotenoides, a classe das xantofilas, ndo possuem atividade pro-vitaminica, entretanto,
sdo substancias ativas contra a degeneracdo macular relacionada a idade e a catarata.
Estudos realizados h& deécadas demonstram que os carotenoides com nove ou mais
duplas ligagcbes conjugadas possuem alto potencial antioxidante, uma fungéo bioldgica
que é independente de qualquer atividade provitamina A (FAULKS e SOUTHON,
1997).

A potencialidade observada nos compostos bioativos para utiliza-los como
ingrediente surge como um aliado para o desenvolvimento de novos produtos, com
apelo funcional, enquanto que as proteinas de soro de leite apresentam-se como uma
alternativa para 0 aumento da ingestdo de proteinas de alta qualidade tanto para
praticantes de atividade fisica como para consumidores em geral.

Diante desse contexto, o desenvolvimento de uma bebida constituida de
proteinas de soro de leite adicionada de corantes naturais torna-se um excelente aliado
para alimentacdo de individuos que buscam por qualidade de vida, além de atender as

necessidades nutricionais especificas.



REVISAO DE LITERATURA

1. Soro de Leite

O soro do leite constitui-se o liquido remanescente ap0s a precipitagdo e
remocéo da caseina do leite durante a fabricacdo de queijo. E classificado como soro
doce e acido, sendo distinguidos pela inddstria de laticinios de acordo com seu pH. O
soro doce provém da coagulagdo enzimatica do leite, que tem a propriedade de coagular
a caseina, possui pH entre 6,3 e 6,6. Ja o soro acido, com pH entre 4,3 a 4,6, provém da
coagulacao acida do leite para a fabricacdo de queijos como camembert ou petit suisse
(GIRALDO-ZUNIGA et al., 2004). Até o final dos anos sessenta, 0 soro era utilizado
principalmente para alimentacdo de animais como porcos ou mesmo espalhado pelo
campo ou direcionado para o sistema de esgoto com drasticas consequéncias ambientais
(COIMBRA e TEIXEIRA, 2009).

O soro € considerado um coproduto de grande importancia na industria de
laticinios devido ao alto volume produzido e & sua composic¢ao nutricional, a producéao
de 1kg de queijo rende de 8 a 9 kg de soro. Contém mais da metade dos solidos
presentes no leite incluindo as proteinas globulares que representam 20% do total das
proteinas presente no leite (REKTOR e VATALI, 2004; BALDASSO et al., 2011a).

Dentre 0s compostos que constituem o soro estdo lactose, gordura, sais minerais
e proteinas globulares. Em sua composicdo 0 soro possui a mistura de diversas
proteinas, atribuindo caracteristicas tecno-funcionais e nutricionais importantes aos seus
produtos, tornando-se de grande potencial para utilizacdo. As principais proteinas
presentes sdo: a B-lactoglobulina, a a-lactaloumina, proteose-peptona, imunoglobulinas,
albumina do soro bovino (BSA) e proteinas em menores quantidades como lactoferrina,
lactolina, glicoproteina, transferrina de sangue e enzimas (HARPER, 1994; SILVA et
al., 2004). O soro possui também boas concentragcGes de célcio, sodio, magnesio,
potassio e fosforo, além de ser rico em vitaminas hidrossoluveis (MACHADO et al.,
2002).

Os componentes constituintes do soro de leite e suas respectivas concentracoes

sdo apresentados na Tabela 1.



Tabela 1 — Composicao do leite e soro doce

Constituinte Leite Variagao Soro Doce  Variagdo
) (% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m)
Agua 87,1 83,5-88,7 93,88 93,0-94,0
Sélidos ndo gordurosos 8,9 79-10 6,12 6,2-7,0
Lactose 4,6 3,8-5.3 5,0 46-5,0
Gordura 3,6 25-55 0,05 0,03 - 0,07
Proteinas 3,4 23-44 0,81 055-0,9
Caseinas 2,6 1,7-35 - -
Minerais 0,7 0,57-0,83 0,66 0,65 - 0,67
Acidos Organicos 0,17 0,12-0,21 - -
Diversos 0,15 - - -

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

1.1 Proteinas do Soro de Leite

O leite é um produto rico em proteinas que possuem caracteristicas funcionais,
devido ao padrdo de aminoécidos presentes em sua estrutura. Os aminoacidos podem
ser classificados em essenciais, aqueles que ndo sao sintetizados pelo organismo e
devem ser obtidos através da dieta e ndo essenciais, aqueles que podem ser sintetizados
pelo organismo obtidos através da dieta (ANTUNES, 2003).

A proteina mais abundante no leite sdo as caseinas, que consiste em vérias
fracdes (alfa sl, alfa s2, beta, kappa), se apresentam em uma particula coloidal
conhecida como micela de caseina. O segundo grupo de proteinas sdo as proteinas do
soro, que aparecem em menor concentracao, estdo na forma globular, sdo solGveis em
agua e sensiveis ao calor (GOFF & HILL, 1993; RAIKOS, 2010).

As proteinas exercem inimeras funcdes bioldgicas sobre o organismo humano.
Dentre elas destacam-se reparagédo celular, construgdo e reparagcdo dos 0ssos, provem
energia e regula uma série de processos metab6licos (ANTUNES, 2003).

As proteinas do soro sdo um grupo de proteinas recuperadas da fabricacdo de
queijo, sua funcionalidade e utilizacdo como ingredientes alimentares tém sido
estudados extensivamente (BRYANT e MCCLEMENTS, 1998; FOEGEDING et al.,
2002; ZHANG e ZHONG, 2010). O componente mais valioso do soro sdo as proteinas,
mas em quantidade reduzida, sendo necessarias etapas de concentracdo para realcar suas
propriedades funcionais, tais como solubilidade, emulsificacdo e formacao de espuma
(PAGNO et al., 2009).



As proteinas do soro de leite sdo proteinas globulares, sendo as mais abundantes
a B-lactoglobulina e a-lactoalbumina que representam, respectivamente, cerca de 50% e
20% do total das proteinas do soro (SCHOKKER et al., 2000). A B-lactoglobulina
apresenta-se em uma concentracéo de aproximadamente 0,3 mg-mL™, a a-lactalbumina
em menor concentrago, aproximadamente 0,1 mg-mL™, a albumina sérica 0,04 mg-mL"
! e imunoglobulina 0,08 mg-mL™ (ADAMS et al., 2006).
A composicao das proteinas presente no leite bovino é apresentada na Tabela 2.

Tabela 2 — Composicao das proteinas do leite bovino

Proteinas do Leite g/L % de Proteina
Total de proteinas 33 100
Total de caseinas 26 79,5

oS1 10 30,6
sy 2,6 8,0

p 9,3 28,4

K 3,3 10,1

Total de proteinas do soro 6,3 19,3
a-Lactoalbumina 1,2 3,7
B-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 proteinas do soro sdo utilizadas para aumentar o valor nutricional de produtos
alimenticios enriquecidos, como bebidas e sopas, e como suplemento alimenticio para
pessoas que demandam uma maior ingestdo diaria de proteinas, como atletas, idosos e
criancas (CHILDS et al., 2007 ).

As proteinas utilizadas como ingredientes, normalmente se encontram na forma
de um concentrado, em que o teor de proteina pode chegar até 80% ou na forma de um
isolado, em que o teor de proteina é acima de 90%. O concentrado proteico de soro é
designado como WPC (whey protein concentrate) seguido do nimero que representa a
porcentagem de proteinas presente. Como exemplo; WPC80 é um concentrado proteico

de soro com um teor de proteina de 80% (m/m). O isolado proteico de soro €
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representado pela sigla WPI (Whey protein isolate), sendo que a porcentagem minima
de proteina ndo deve ser inferior a 90% (m/m) (CHILDS et al., 2007).

As proteinas de soro possuem inimeros beneficios nutricionais uma vez que
contém aminoacidos essenciais que as tornam uma fonte completa de proteinas. A
combinacdo de proteinas, aminoacidos de cadeia ramificada e minerais presentes nas
proteinas de soro de leite podem ajudar a promover a massa corporal magra e limites
nos depositos lipidicos no tecido adiposo, devido a sua fécil absor¢do no organismo
(HA e ZEMEL, 2003).

Dentre todas as proteinas presentes no soro, serdo abordados nos préximos itens

as que sdo mais abundantes.
1.1.1 p-lactoglobulina

A B-lactoglobulina é uma proteina globular com uma massa molar de 18,3 kDa e
existe principalmente como um dimero em pH neutro. A B-lactoglobulina nativa possui
duas ligacGes dissulfeto e um grupo tiol livre, que esta na parte interior da estrutura
proteica (SCHOKKER et al.,2000).

A molécula da B-lactoglobulina é composta por 162 amino&cidos, com inimeras
variantes genéticas, sendo que as mais abundantes sdo a A e B que diferem em duas
posicOes de aminoacidos: Asp64 (aspartato) e Val118 (valina) sdo substituidos por Gly
(glicina) e Ala (alanina), respectivamente. A estrutura dessa proteina depende do pH do
meio, sendo que o pH do seu ponto isoelétrico é 52 (ANTUNES, 2003). A
B-lactoglobulina possui uma estrutura que contribui para que ela seja uma proteina
bastante estavel em solucéo, atuando em uma faixa muito ampla de pH, podendo formar
diferentes associa¢es (TAULIER e CHALIKIAN, 2001; SGARBIERI, 2005).

E uma proteina que é facilmente desnaturada dependendo da temperatura, sendo
considerada termossensivel. Os efeitos produzidos pela acdo da temperatura sdo varios,
dentre eles destacam-se a perda de solubilidade e a exposicdo de algumas regides da
molécula que podem interagir com outros componentes de sistemas complexos.
Algumas modifica¢fes da conformacdo da estrutura da proteina podem ser reversiveis
em torno de 50 °C e irreversiveis em torno de 65-70 °C (IAMETTI et al., 1996;
SGARBIERI, 2005).

A B-lactoglobulina tem a capacidade de se ligar a uma gama de compostos,
guando isolada do leite possui &cidos graxos que estdo naturalmente ligados. A
capacidade de ligacdo desta proteina aos acidos graxos torna-lhe como um eficiente



agente emulsificador apreciado pelas industrias de alimentos (LIANG e SUBIRADE,
2010).

Uma das propriedades importantes da -lactoglobulina € a capacidade de se ligar
a compostos hidrofobicos e anfifilicos, atuando sobre as propriedades fisicas, quimicas
e bioldgicas de alguns compostos (LIANG e SUBIRADE, 2010).

Liang et al. (2008) demonstraram em seus estudos que a B-lactoglobulina pode
formar um complexo com o resveratrol, sem ter efeitos sobre a estrutura secundaria da
proteina, a complexacdo proporciona um aumento significativo da solubilidade do
resveratrol em solucdo aquosa e melhora sua fotoestabilidade.

Hattori et al. (1995) verificaram em seus estudos o efeito protetor da
B-lactoglobulina sobre a B-ionona (composto responsavel pela atividade pro-vitaminica
A de alguns carotenoides), foram realizados complexos do retinol ¢ f-caroteno com a
proteina e avaliada a degradacdo por oxidagdo, aquecimento e radiacao, verificou-se que
a B-lactoglobulina tem um efeito protetor sobre a -ionona de compostos de degradagéo

por oxidagdo, aquecimento e radiagao.
1.1.2 a- lactoalbumina

A segunda proteina mais abundante no soro é a-lactoalbumina, que compreende
cerca de 2% da proteina total do leite e 15-25% das proteinas do soro, sendo que a de
maior concentra¢ao ¢ da B-lactoglobulina (BALDASSO et al., 2011b). Possui 123
residuos de aminoacidos com massa molar de aproximadamente 14 kDa. A a-
lactoalbumina é uma proteina globular compacta e se manifesta como monémero no pH
natural do leite, pH 6,6 (ANTUNES, 2003).

O aminoacido que se apresenta em maior concentracdo é o triptofano, um
aminoacido essencial, que tem efeitos benéficos na diminuicdo do estresse, é também
rica em lisina, leucina, treolina e cisteina. A proteina € uma molécula globular,
desnatura-se a 65,2 °C, na maioria das vezes essa desnaturacdo é reversivel com o
resfriamento (ANTUNES, 2003).

A estrutura da a-lactoalbumina é estabilizada por quatro ligac6es dissulfeto. Sua
estrutura primaria apresenta algumas semelhancas de sequéncias de aminoacidos com a
lisozima do ovo de galinha. O ion calcio na a-lactoalbumina tem um papel estrutural
sendo requerido para desdobramento e formacéo da ligacdo dissulfeto nativa da proteina
desnaturada (DAMODARAN et al., 2010).



Alguns estudos mostraram que a a-lactoalbumina em solucéo sofre desnaturacéo
reversivel a 64 °C ¢ irreversivel quando aquecida em mistura com B-lactoglobulina e
albumina de soro bovina (BSA). Com um tratamento térmico severo, ocorre a ruptura
das ligacGes dissulfeto, assim os grupos sulfidrilas livres reagem com grupos
semelhantes da B-lactoglobulina, formando ligacdes intermoleculares (SGARBIERI,
2005).

Uma das aplicagdes importantes da a-lactoaloumina é na formulagdo de
alimentos infantis, uma vez que é uma proteina que também é predominante no leite
humano. Embora algumas formula¢des tenham maior concentra¢do de B-lactoglobulina
do que a-lactoalbumina, estudos estdo sendo realizados para que as formulacgdes sejam
feitas com uma maior concentracdo de a-lactoalbumina, aproximando mais da
composicdo do leite humano. Essa proteina possui uma concentracdo relativamente
elevada de triptofano e outros aminoacidos essenciais em comparagdo com o leite de
vaca integral. O triptofano € o precursor do neurotransmissor serotonina, responsavel
pela regulacdo de muitos efeitos neurocomportamentais (LIEN, 2003).

Uma funcéo biologica importante da a-lactoalbumina é atuar como coenzima na
sintese de lactose. A a-lactoalbumina altera a afinidade da galactosiltransferase para a
glicose, assim sendo, a lactose é produzida mais eficientemente. A enzima lactose
sintetase é necessaria para a producdo de lactose e subsequente movimento da dgua nas
vesiculas secretoras mamarias, atuando no controle da lactacdo e secrecdo do leite. A
lactose é considerada o principal regulador osmético que influencia no volume de leite.
Assim ha um interesse na producédo de leite rico em o-lactoalbumina, por ser precursora

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

As demais fragOes proteicas que compde o soro de leite sdo albumina de soro
bovino (BSA), as imunoglobulinas (lg), lactoferrina, lactoperoxidase,
glicomacropeptideo (GMP) e proteases peptonas, que sdo consideradas proteinas
minoritérias por estarem presentes em pequena concentragdo (BALDASSO, 2008).

A albumina de soro bovino (BSA) é a proteina que esta presente no plasma
sanguineo e serve como deposito, assim como transporte de proteina para outros
compostos. Sua molécula possui uma massa molar de 66 kDa, possui uma unica cadeia
polipeptidica contendo cerca de 580 amino&cidos. Algumas mudancas conformacionais
ocorrem em sua estrutura de acordo com o pH do meio, na faixa de 2,80 a 4,40 as



mudancas conformacionais sdo reversiveis. A estrutura secundaria da albumina bovina
contém muitos residuos de cistina e estes sdo helicoidais em grande parte da cadeia.
Possui alta estabilidade e solubilidade devido a capacidade de isolamento de outros
compostos. E a principal proteina que contribui para a pressdo coloidal osmética do
sangue (NAKAMURA et al., 1997; JR et al., 2006).

As imunoglobulinas (lgs) séo proteinas de alta massa molar, sua estrutura bésica
é semelhante entre todas suas classes, quatro das cinco classes das imunoglobulinas
estdo presentes no leite bovino IgA, IgE, IgG e IgM. A massa molar dessas proteinas
variam de 150-1000 kDa. A molécula de IgG bovina ocorre predominantemente em
duas subclasses: IgGl e 1gG2, com IgGl representando mais de 90%. As
imunoglobulinas predominante na maioria dos outros leites de mamiferos, incluindo o
leite humano sdo IgA, IgGl e 1gG2 que sdo mondmeros com massa molar de
aproximadamente 150 kDa, IgA ocorre como um mondmero ou um dimero com massa
molar de aproximadamente 385 kDa, enquanto IgM é composto por cinco monémeros
de massa molar de aproximadamente de 900 kDa (ELFSTRAND et al., 2002).

As imunoglobulinas exercem func¢Bes importantes sobre o recém-nascido,
devido a elevada concentracdo das proteinas de soro no colostro. Elas provém
imunidade para o filhote através do colostro, esta protecdo ocorre até que o animal seja
adulto o bastante para sintetizar seus préprios anticorpos (SGARBIERI, 2004;
BALDASSO, 2008).

A lactoferrina é uma glicoproteina de 80 kDa, que liga-se com o ferro, sua
concentracdo é relativamente baixa e varia com a estacdo de ordenha, estando na faixa
de 2-40 mg-L™. No leite humano a concentracéo de lactoferrina é bem maior, na faixa
de 1000-3000 mg-L™. Esta proteina isolada do soro de leite é utilizada em férmulas para
lactentes, sendo realizada uma formulagdo semelhante ao do leite humano
(WAKABAYASHI et al., 2006; SAUFI e FEE, 2011). Muitos estudos séo realizados
analisando os efeitos benéficos da lactoferrina para a saude humana. Esta fracdo
proteica pode desempenhar um papel de defesa e apresentar uma variada gama de
atividades bioldgicas, incluindo as atividades antimicrobiana, antiviral e antioxidante
(BAVEYE et al., 1999 ; CHIERICI, 2001; WAKABAY ASHI et al., 2006).

Lactoperoxidase € uma glicoproteina contendo 608 aminoacidos dando-lhe uma
massa molar de aproximadamente 78 kDa. Exerce atividade bacteriostatica e
bacteriocina, contribuindo para o sistema de defesa do hospedeiro. Para exercer a

funcdo antimicrobiana a lactoperoxidase necessita da presenca de perdxido de
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hidrogénio e tiocianato (BOOTS e FLORIS, 2006). No leite age como um inibidor de
bactérias, particularmente as patogénicas Salmonella e Streptococcus, na presenca de
peroxido e tiocianato, que estdo presentes no leite (SGARBIERI, 2005). A
lactoperoxidase tem a capacidade de degradar o peroxido de hidrogénio, esta
propriedade pode ser usada como um indicador de processo de pasteurizacdo do leite,
pois sua atividade deve permanecer, em boa parte, apos pasteurizacdo adequada do leite
(SGARBIERI, 2005; TAYEFI-NASRABADI et al., 2011).

O glicomacropeptideo (GMP) possui uma massa molar de aproximadamente
6,7 kDa, é considerado um peptideo resistente ao calor assim como a algumas mudancas
de pH. Muitos autores ndo o consideram como um peptideo do soro, na verdade o GMP
é liberado da k-caseina pela acdo do coalho durante a producdo de queijo. O soro de
leite obtido por coagulacdo enzimatica contém o GMP, enquanto que o soro acido nao
contém este peptideo. O GMP corresponde de 15 a 25% do total das proteinas do soro
(ABD EL-SALAM et al., 1996).

Para finalizar a revisdo das fracOes proteicas do soro destacam-se as proteases
peptonas (PPs), que sdo uma mistura complexa de glicoproteinas, fosfoproteinas, e
peptideos. E uma fracdo termoestavel e sollvel em &cido, pode ser separado de outras
proteinas 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 emulséo 6leo em agua, a fracdo total de PPs realiza funcédo
emulsificante levando a reducdo da tensdo interfacial. Isto implica que elas podem ser
utilizadas como ingrediente funcional em diferentes produtos que exigem a presenca de
uma emulsdo ou espuma estavel (INNOCENTE et al., 1998). Com a possibilidade da
utilizacdo dessa fracdo como ingrediente na industria de alimentos, leva a um aumento
na demanda pela sua extracdo. Portanto surge a necessidade de processos de extracao a
partir de uma matéria-prima que € um coproduto da producdo de queijo, que sejam mais

vantajosos e principalmente economicamente viaveis (INNOCENTE et al., 2011a).

10



2. Propriedades Funcionais e Nutricionais das Proteinas do Soro

As proteinas concentradas ou isoladas estdo sendo cada vez mais estudadas
como parte de ingredientes para produtos alimenticios, mas em maior intensidade os
estudos estdo sendo direcionados para o apelo funcional que estas proteinas exercem
sobre o0 organismo humano. As proteinas concentradas estdo sendo utilizados para
fortificar produtos alimenticios e produzir uma variedade de lanches, sopas, bebidas e
cremes para refeicdo ou como substituicdo de suplementagédo proteica para grupos com
tal exigéncia como os idosos, esportistas, vegetarianos ou pacientes com cancer
(TARREGA et al., 2012).

Madureira et al. (2007) revisando estudos sobre as inumeras funcGes bioldgicas
das proteinas do soro, destacaram as propriedades antimicrobianas e antiviral,
modulacdo do sistema imune e atividade anticarcinogénica. Dentre as propriedades
destacam-se a importancia dessas proteinas na regulacdo do sistema imune. As soro
proteinas sdo ricas em aminoacidos como a cisteina, glutamato e glicina que sdo parte
da estrutura primaria dos seus peptideos, estes contribuem para a producdo de
glutationa, um componente importante encontrado naturalmente em todas as células dos
mamiferos. A glutationa atua na defesa do organismo contra o estresse oxidativo da
célula, prevenindo a uma série de doencas, 0 aumento na producdo de espécies reativas
de oxigénio durante a injaria celular resulta no consumo desse componente carreador
enddgeno. O concentrado proteico de soro (WPC) é uma importante fonte de cisteina,
sendo eficaz para a reposicdo de glutationa durante os estados de imunodeficiéncia,
como na prevencao do cancer em animais e melhoria das fungdes imune do figado.

As proteinas do soro oferecem uma importante contribuicdo para a melhoria da
forca muscular e uma maior tendéncia de reducdo de quebra dos o0ssos. Estas
caracteristicas estdo diretamente relacionadas com seu perfil de aminoacidos, devido a
composicao geral serem muito semelhante a do musculo esquelético, assim as proteinas
do soro s@o consideradas um importante suplemento anabdlico. As vantagens dessas
proteinas em relacdo ao anabolismo muscular sdo devido a sua rpida absor¢do no
organismo, juntamente com a abundéancia de leucina necessario para iniciar a sintese
bem como a composicdo de aminoacidos, que fornece substratos para a sintese de
proteinas (HA & ZEMEL, 2003).

Com relacdo aos padrbes de aminoécidos presentes nas proteinas do soro, estas

apresentam todos os aminoacidos essenciais em excesso em relacdo as recomendagdes
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propostas pela Organizacdo Mundial da Saude, exceto para 0os aminoacidos aromaticos
(fenilalanina, tirosina) que ndo aparecem em excesso, mas atendem as recomendacées
para todas as idades. Apresentam elevadas concentra¢des dos aminoacidos triptofano,
cisteina, leucina, isoleucina e lisina (SGARBIERI, 2004).

Pagno et al. (2009) obtiveram concentrado proteico de soro de leite e
caracterizaram suas propriedades funcionais tecnoldgicas. Tais proteinas possuem alto
valor nutricional, além de relevantes propriedades tecno-funcionais, tais como
capacidade de emulsificacdo, capacidade em manter estavel a emulsao e principalmente
solubilidade. Estas propriedades tecnologicas foram avaliadas apds a obtencdo do
concentrado proteico de soro por ultrafiltracdo e diafiltracdo. Ao final do experimento
foi observado que as propriedades tecnoldgicas das proteinas foram mantidas, uma vez
que ndo utilizou altas temperaturas, sendo que o processo de separacdo utilizado

mostrou-se eficiente na preservacao destas propriedades funcionais.
3. Processo de Separacéo por Membranas

O processo de separacdo por membranas € uma tecnologia utilizada por muitas
industrias para a concentracdo e purificacdo de alguns compostos. A membrana age
como uma barreira seletiva que retém os compostos maiores e permeia 0s menores de
acordo com o didmetro da membrana e massa molar de cada composto (HABERT et
al., 2006).

A indastria de laticinios tem sido particularmente uma das areas de maior
aplicacdo do sistema de membranas. O numero de aplicacbes bem sucedidas desta
tecnologia para o processamento de leite e derivados vem desde a década de 1970, a
partir dai tornaram-se cada vez mais importantes e com novas aplicagbes. O
desenvolvimento dessas novas aplicagbes muitas vezes era um resultado direto da
evolucédo da ciéncia de membranas (POULIOT, 2008). Na década de 80, os estudos se
concentraram na aplicacdo desse processo para concentracao de leite para producgéo de
alguns tipos de queijo. Esta tecnologia torna-se atraente para processamento de leite
fluido, pois exige pouca energia, ndo utiliza tratamento térmico, preservando assim
varios compostos que sdo 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 proteinas e de suas propriedades em diversos campos tais como qualidade
nutricional (presenga de aminoéacidos essenciais e regulacdo através de seus
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biopeptideos derivados das principais fungdes fisiologicas dos seres humanos) e
funcionalidade técnica (solubilidade, emulsificacdo, cremosidade e habilidades de
formacédo de espuma, retencdo de agua, ajuste de viscosidade) (MAUBOIS et al., 2001,
CORREIA et al., 2011).

S&o vérias as razfes que ocasionaram 0 sucesso da aplicacéo das tecnologias de
membranas na industria de laticinios, tais como conhecimento profundo das
caracteristicas bioquimicas do leite e dos coprodutos como o soro, dinamismo das
equipes de pesquisa, temperatura de processamento, alta poluicdo ambiental que se
tornou inaceitavel, provocada pela descarga de soro de queijo. Em alguns paises a
tecnologia de membranas é uma técnica comum, sendo que a presenga de um
equipamento de membrana em uma inddstria de laticinios € equivalente ao de uma
desnatadeira (CORREIA et al., 2011).

O processo de microfiltragdo (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 somaticas, gordura residual e 0s micro-organismos. Além disso,
membranas de microfiltracdo retém esporos formadores de bactérias, os quais
representam 0s principais sobreviventes a pasteurizacdo (CORREIA et al., 2011). A
membrana de microfiltracdo (MF) possui poros de 0,1 a 10 um, ela retém particulas em
suspensdo e reduz a quantidade de bactérias e esporos presente no leite ou no soro de
leite, que leva a uma vida atil mais longa do que a pasteurizacdo. (BRANS et al., 2004;
BOSCHI, 2006). Um esquema dos processos de separacdo por membranas é
apresentado na Figura 1.
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Figura 1 - Filtracdo por Membranas: Microfiltracdo (MF), Ultrafiltracdo (UF),
Nanofiltracdo (NF), Osmose Reversa (RO) (SABOYA e MAUBOIS, 2000).

O processo de ultrafiltracdo (UF) é um método alternativo bastante atraente para
as industrias alimenticias, por ser um processo de concentracdo mais econdmico, devido
a ndo utilizacdo do calor. E utilizado normalmente para reter macromoléculas, na
industria de laticinios tem sido usada na recuperacdo e fracionamento dos componentes
do leite (BALDASSO et al., 2011a).

O uso da ultrafiltracdo foi extensivamente aplicado ao soro, a fim de permitir o
desenvolvimento de uma ampla variedade de concentrado de proteico de soro (WPC). A
fabricacdo de WPC de alta qualidade exige um cuidado especial dos tratamentos
tecnoldgicos aplicados ao leite usado para fazer queijo devido a termosensibilidade das
proteinas 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
proteinas é usualmente expresso em termos de sua massa molar, tornou-se usual
caracterizar membranas de UF em termos de sua capacidade de reter proteinas de
determinada massa molar. O termo "massa molar de corte™ para membranas de UF
designa o tamanho da proteina que serd retida por uma membrana de determinada
eficiéncia, dependendo da finalidade. A UF retém macromoléculas tais como proteinas
ou particulas maiores que 0,001 a 0,02 um (LEITE et al., 2006).
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As moléculas maiores do soro de leite como proteina e gordura sdo recuperadas
por ultrafiltragdo, as que sdo mantidas na membrana s&o chamadas de retentado,
enquanto a lactose e os sais sdo capazes de passar através da membrana, portanto,
chamados de permeados (YEE et al., 2007).

A nanofiltracdo (NF) realiza simultaneamente a separacdo e concentracdo dos
sais principalmente espécies monovalentes como Na, K, H" e CI. O tratamento do leite e
de permeados da UF por NF conduz a uma taxa de desmineralizacdo em torno de 35% e
quando ha etapa de diafiltracdo a taxa chega a 42%. Isso gera beneficios como: reducgéo
de custos na condensacdo do permeado, menos depdsito no evaporador final e melhorias
no processo de cristalizacdo da lactose (COIMBRA e TEIXEIRA, 2009).

Cuartas-uribe et al. (2009) descrevem o processo de diafiltragdo como uma
técnica utilizada para aumentar as taxas de purificacdo dos macro e microsolutos,
usando uma taxa de permeacdo do fluxo que seja economicamente aceitavel. O processo
de diafiltracdo envolve trés etapas principais: pré-concentracdo, diafiltracdo e pds-
concentragéo.

A osmose reversa (OR) é um processo de separacdo por membranas amplamente
utilizado na dessalinizacéo, no reuso e no tratamento de aguas, este processo visa gerar
tanto &gua pura que é o permeado como solugdes aquosas ricas em minerais ou outras
moléculas de massa molar maior, chamado de concentrado (CARVALHO et al., 2001).

Tendo em vista 0s processos de separacdo por membranas e as propriedades
funcionais, fisioldgicas e bioldgicas de cada uma das proteinas de soro de leite, hd um
crescente interesse no fracionamento destas proteinas, para sua aplicagdo nos diversos

segmentos das indUstrias farmacéutica, cosméticos, alimenticia e de biotecnologia.
4. Alimentos Funcionais

Uma alimentagéo rica em frutas e hortalicas fornece uma gama de macro e
micronutrientes que sdo essenciais ao organismo, sendo que a maioria desses alimentos
possui alguns compostos extranutricionais que exercem potente atividade biologica,
comprovada cientificamente. Tais compostos sdo chamados de bioativos ou
fitoquimicos e ocorrem tipicamente em pequenas quantidades nos alimentos. Estudos
realizados com estes componentes inspirou o conceito de alimentos funcionais, que
surgiu no Japdo na década de 80 e era utilizado pela industria para descrever alimentos
enriquecidos com ingredientes especificos, que desempenhavam alguns beneficios a
saide humana (CARRATU e SANZINI, 2005).
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Dada a importancia de uma alimentacdo adequada e saudavel e o papel que
exerce na qualidade de vida, s@o grandes os esfor¢os na area de ciéncia e tecnologia de
alimentos, a fim de produzir alimentos capazes de promover o bem estar, a salde e a
reducdo do risco de doencas. Devido a isto houve o surgimento de um novo conceito de
alimentos em nutricdo, o de alimentos funcionais, que esta relacionado a acdo dos
alimentos em alguns sistemas bioldgicos (MAIA e SANTOS, 2006).

O alimento funcional € definido como alimento que além das funcGes
nutricionais basicas, exerca efeitos metabolicos, fisioldgicos ou efeitos benéficos para a
salde, devidamente seguro para o consumo humano (BRASIL, 1999). Os alimentos
funcionais contém substancias com atividade biolégica que agem promovendo a saude,
beneficiando a nutrigdo, incluindo alimentos fortalecidos, enriquecidos ou real¢ados que
tém efeitos potencialmente benéficos a saude, quando consumidos como parte de uma
dieta variada em uma base regular em niveis eficazes (HASLER, 2000).

Um alimento pode ser considerado funcional se for demonstrado que o mesmo
pode afetar beneficamente uma ou mais func¢bes alvo no corpo, além de possuir os
adequados efeitos nutricionais, de maneira que seja tanto relevante para qualidade de
vida quanto para a reducéo do risco de uma doenca (ROBERFROID, 2002).

Araljo e Araujo (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 numero limitado de fungdes no corpo, ter efeitos fisioldgicos ou
psicolégicos positivo, além do efeito nutricional tradicional. Com base nestes critérios é
possivel observar que nem todo alimento pode ser considerado funcional, sendo que
esta funcdo seré exercida de acordo com a caracteristica individual de cada alimento e
sua acgao sobre o0 organismo.

Segundo um relatério realizado pela Organizacdo Mundial da Satude (OMS)/
Organizacdo das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO), os habitos
alimentares juntamente com os padrdes de vida séo fatores importantes, que podem ser
modificados, diminuindo o risco de desenvolvimento de doengas como: doencas
cardiacas, cancer, diabetes tipo 2, obesidade, doencas dentérias e osteoporose. Por este
motivo a nutricdo deve ser tratada dentre as politicas de sadde puablica (OMS, 2003).

O leite e seus derivados sdo produtos bastante aceitos pelo mercado consumidor
por estarem relacionados a habitos alimentares ditos saudaveis, ja que sdo fontes de
minerais importantes como o calcio, proteinas como as caseinas e proteinas do soro, e

vitaminas A e E. Tendo em vista o crescimento do mercado de produtos derivados do
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leite e de alimentos funcionais, os produtos lacteos se apresentam como potenciais
veiculos de adicdo de substancias benéficas a salde, como a luteina, seu consumo esté
relacionado a prevengdo da DMRI (XAVIER et al., 2012) e as antocianinas, compostos
fenolicos importantes, que possuem uma excelente capacidade antioxidante,

contribuindo para o combate as doencas cronicas degenerativas.
5. Antocianinas

As antocianinas sdo pigmentos amplamente distribuidos na natureza, sollveis
em agua e de cor intensa, responsaveis pela coloracdo azul, vermelha, violeta e pdrpura
de muitas espécies do reino vegetal. Pertencem ao grupo dos flavonoides, compostos
fendlicos caracterizados por apresentar o nucleo béasico flavilium (cétion 2-
fenilbenzopirilio), o qual consiste de dois anéis arométicos unidos por uma unidade de
trés carbonos, que sdo condensados por um oxigénio. A molécula de antocianina
(Figura 2) é constituida por duas ou trés porcGes, uma aglicona (antocianidina), um
grupo de acucares e, frequentemente, um grupo de &cido organico (FRANCIS, 1989;
JACQUES e ZAMBIAZI, 2011).

As formas antocianicas encontradas diferem quanto ao nimero de grupos
hidroxilicos, no grau de metilacdo destes grupos, na natureza e no numero de agucares
ligados a molécula e na posicdo dessas ligacbes (STRINGHETA e BOBBIO, 2000). A
cor das antocianinas depende muito da sua estrutura quimica; do nimero e da posicdo
dos grupos hidroxilas e metoxilas que a compdem, no entanto, o pH também é um fator
importante que determina sua cor caracteristica. Em meio extremamente acido (pH entre
1,0 e 2,0), as antocianinas apresentam coloracdo intensamente avermelhada, ja em meio
basico as antocianinas apresentam coloracdo azul e em meio extremamente basico

apresentam coloracdo amarelada (LOPES et al., 2007).
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Fonte: SILVA, 2011.
Figura 2 — Estrutura quimica de uma antocianina, defilnidina-3-malonilglicosideo-5-

glicosideo.

As antocianidinas livres sdo raramente encontradas em plantas, ocorrendo
normalmente glicosiladas com agUcares que estabilizam a molécula (FRANCIS, 2000).
As antocianinas podem ser glicosiladas por diferentes agucares em diferentes posicdes,
mas normalmente a glicosilacdo ocorre na posicdo C-3. Os agUcares; glicose, ramnose,
xilose, galactose, arabinose e frutose sdo os agucares mais comumente ligados as
antocianidinas, ocorrendo como monoglicosidios, diglicosidios e triglicosidios
glicosilados diretamente na aglicona (FRANCIS, 1989).

As fontes de antocianinas comercialmente utilizadas sdo as cascas de uva e
repolho roxo, ha inumeras outros frutos e flores que séo estudadas como fonte deste
pigmento; jabuticaba e acai, inflorescéncia de capim gordura, berinjela, batata-doce
roxa e alguns frutos ndo convencionais como camu-camu (SILVA, 2011). Uma das
grandes dificuldades da insercdo de novas fontes desse pigmento para uso comercial €
devido a sua estabilidade, ha uma série de fatores que contribuem para a degradacao e

dificulta utilizacdo. Dentre estes fatores destacam-se a temperatura, tempo de
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armazenamento, presenca de luz, oxigénio, pH, solventes, concentracdo do corante,
estrutura, enzimas, entre outros aspectos (CAVALCANTI et al., 2011).

Estudos recentes relacionam a ingestdo de frutas e hortalicas com propriedades
antioxidantes e a diminuicdo do risco e desenvolvimento de algumas doencas crénico-
degenerativas. A industria 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 € um fator essencial para a funcionalidade, bem como para a
agregacao de valor & imagem do produto final (FALCAO et al., 2007).

Uma das propriedades de maior evidéncia das antocianinas é sua atividade
antioxidante. Elas sdo incluidas na lista dos compostos naturais capazes de agir como
potentes antioxidantes. As células e tecidos do organismo humano estdo continuamente
sofrendo agressdes causadas pelos radicais livres e espécies reativas do oxigénio, 0s
quais sdo produzidos durante o metabolismo normal do oxigénio ou sdo induzidos por
danos exdgenos. As antocianinas apresentam uma deficiéncia natural de elétrons, que as
torna muito reativas, por este motivo apresentam uma grande sensibilidade a mudancas
de pH e temperatura (VOLP et al., 2008).

Em relagdo a saude, os antioxidantes sdo capazes de estabilizar ou desativar os
radicais livres antes que ataquem os alvos bioldgicos nas células. Os antioxidantes séo
um conjunto heterogéneo de substancias formadas por vitaminas, minerais, pigmentos
naturais e outros compostos vegetais e, ainda, enzimas, que blogueiam o efeito danoso
dos radicais livres (ATOUI et al., 2005).

O potencial antioxidante das antocianinas é regulado por suas diferencas na
estrutura quimica, é dependente do nimero e da posi¢do dos grupos hidroxilas e sua
conjugacao, assim como da presenca de elétrons doadores no anel da estrutura, devido a
capacidade que o grupo aromatico possui de suportar o desaparecimento de elétrons. Os
mecanismos de acdo antioxidante incluem suprimir a formacdo de espécies reativas
tanto pela inibicdo enzimatica quanto por quelar tragos de elementos envolvidos na
producdo de radicais livres, eliminar espécies reativas de oxigénio e manter o
mecanismo antioxidante de defesa regular e protegido (KUSKOSKI et al., 2004).

Cavalcanti et al. (2011) revisando estudos sobre 0os mecanismos de estabilizacdo
das moléculas de antocianinas destacaram a gama de atividades bioldgicas que este
pigmento pode desempenhar no organismo, dentre elas estdo a capacidade antioxidante,

anti-inflamatoria, anti-cancer, atividades quimiopreventivos, inibicdo de doencas
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coronarianas e inibicdo da agregacao plaquetaria. H4 uma tendéncia e interesse mundial
para a maior utilizagdo nos alimentos de corantes a partir de fontes naturais, em vez de
corantes sintéticos, como consequéncia das preferéncias dos consumidores e da
intensificacdo de estudos nesta linha demonstrando a atividade benéfica de tal
composto, além de medidas legislativas de alguns paises que ndo permitem o uso de

certos corantes sintéticos nos alimentos devido aos seus efeitos alergénicos.
6. Luteina

Os carotenoides sdo uma das principais classes de pigmentos naturais, e sua
distribuicdo no reino vegetal é bastante ampla. S&o compostos lipossoliveis e
apresentam uma grande diversidade estrutural e numerosas fungdes importantes para a
salde humana. Existem aproximadamente 600 pigmentos carotenoides presentes na
natureza sendo que desses, somente 40 sdo regularmente consumidos na dieta humana.
Os seis carotenoides presentes em maior quantidade no plasma sanguineo sdo o f-
caroteno, a-caroteno, luteina, licopeno, zeaxantina e criptoxantina. Altas concentracdes
no plasma destes carotenoides estdo associadas ao decréscimo do risco de angiogénese,
cardiopatias e cataratas (FAULKS e SOUTHON, 1997).

A coloracdo do pigmento dos carotenoides varia do amarelo ao vermelho e tem
sido largamente utilizados como corantes em alimentos, bebidas, cosméticos e ra¢des
animais. Além disso, alguns desses pigmentos possuem comprovada atividade de
provitamina A e existem evidéncias de outras propriedades bioldgicas, terapéuticas e
preventivas de varios tipos de distarbios e enfermidades em humanos (NUNES e
MERCADANTE, 2004).

A funcdo bioldgica classica atribuida aos carotenoides é sua atividade pro-
vitaminica A. Os carotenoides sao divididos em dois grupos distintos, os carotenos, tais
como [-caroteno (hidrocarbonetos lineares que podem ser ciclizados em uma ou ambas
as extremidades da molécula) e as xantofilas como a luteina, violaxantina, neoxantina e
zeaxantina, que sdo os derivados oxigenados de carotenos (VALDUGA et al., 2009).
Alguns dos carotenoides possuem atividade pro-vitaminica A como o B-caroteno, a-
caroteno ¢ P-criptoxantina, sendo o [-caroteno 0 que possui maior atividade pro-
vitaminica A dentre todos os outros. A luteina e zeaxantina, ndo possuem atividade pro-
vitaminica A, no entanto, sdo ativos contra a degeneracdo macular relacionada a idade e
a catarata. Estudos sdo realizados ha décadas demonstrando que os carotenoides, com
nove ou mais duplas ligagOes conjugadas séo potentes supressores de oxigénio singlete,
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ou seja, alto potencial antioxidante, uma funcdo bioldgica, que € independente de
qualquer atividade provitamina A (FAULKS e SOUTHON, 1997).

Tais compostos vém despertando grande interesse em virtude de sua importancia
na prevencdo de determinados tipos de cancer, doencas cardiovasculares e catarata, na
acao inibidora nas mucosas contra Ulceras gastricas e na atuacdo sobre o sistema
imunologico (DELLA LUCIA et al., 2008).

A luteina (Figura 3) é um carotenoide, lipossollvel pertencente a classe das
xantofilas, e também chamado de carotenoide macular de pigmentacdo amarela, um
potente antioxidante que previne danos causados por radicais livres nos tecidos
(STRINGHETA et al., 2006).

Figura 3 — Estrutura quimica da luteina.

O organismo humano ndo tem a capacidade de sintetizar carotenoides, sendo
necessaria a busca por alimentos ricos destes compostos para serem incluidos na dieta
cotidiana. Alguns estudos realizados com animais e humanos demonstram que a
concentracdo de luteina no sangue e nos tecidos estd estreitamente relacionada ao
consumo de alimentos ricos desse carotenoide (MERCADANTE e RODRIGUEZ-
AMAYA, 2001; NACHTIGALL et al., 2007).

Uma das fun¢des mais estudadas da luteina é o papel essencial que desempenha
sobre a salde dos olhos. A luteina atua juntamente com seu isdbmero zeaxantina, esta
concentrada na mancha amarela da retina do olho também chamada de méacula lutea e
atua como um filtro de luz azul, portanto, pode contribuir para a prevencdo da
degeneracdo macular relacionada a doencgas oculares como a catarata. A luteina pode ser
encontrada naturalmente em vegetais folhosos verde escuro como espinafre, couve,
brécolis como também em abdbora, frutas e na gema de ovo. Quando a ingestdo
dietética de luteina nao é suficiente, pode ser completada por suplementos dietéticos ou
em alimentos que sdo enriquecidos com tal composto (ROBERTS et al., 2009; RODIC
etal., 2012).

21



Dentre os principais beneficios relacionados a luteina esta a reducdo da DMRI
(degeneracdo macular relacionada a idade) que é a perda da sensibilidade visual,
ocorrida em pessoas com idade avancada e baixa densidade do pigmento macular nos
tecidos oculares, podendo ser a precursora de outras doengas dos olhos. Ao sofrer
incidéncia de luz azul sobre a retina sdo geradas espécies reativas com oxigénio
(EROS), que levam a peroxidacdo das membranas lipidicas. A luteina atuard como
antioxidante, impedindo esta reagéo e protegendo os olhos dos danos causados pela luz
azul (STRINGHETA et al., 2006).

Como os seres humanos ndo sdo capazes de sintetizar os carotenoides é
necessario uma dieta balanceada com consumo de alimentos ricos nestes compostos,
seu consumo contribui significativamente para auxiliar na prote¢éo do organismo contra
doencas degenerativas, uma vez que a luteina é comprovadamente um potente
antioxidante (STRINGHETA et al., 2006).

Diante desse contexto, o desenvolvimento de bebidas com proteinas de soro de
leite adicionadas de corantes naturais, com propriedades antioxidantes, torna-se um
excelente aliado na reducdo do risco de certas doencas cronicas degenerativas,
contribuindo para melhoria da salude, além de atender as necessidades nutricionais

diarias.
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OBJETIVOS

1. Objetivo Geral

Desenvolver formulacdes de bebidas constituidas de proteinas de soro de leite
adicionadas de corantes naturais, visando atender as necessidades proteicas diarias e
incorporar aos formulados compostos antioxidantes importantes para 0 bom

funcionamento do organismo humano.
1.1 Objetivos Especificos

v Desenvolver formulagdes de bebidas constituidas de proteinas de soro de leite,
adicionadas de corantes naturais: antocianinas de cascas de jabuticaba e luteina;

v'Auvaliar as caracteristicas fisicas, quimicas, bioativas e microbiolégicas dos
formulados;

v" Avaliar a aceitabilidade sensorial das bebidas proteicas;

v Auvaliar a estabilidade das formulagdes mais aceitas em funcdo do periodo de
armazenamento;

v'Avaliar a atividade antioxidante e variacdes de cor das bebidas durante o

periodo de armazenamento.
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2. MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no Laboratério de Corantes Naturais de Alimentos e
Compostos Bioativos do Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade

Federal de Vicosa.
2.1 Planejamento Experimental

O experimento foi conduzido segundo delineamento inteiramente casualizado
(DIC), com trés repeticdes. Oito formulacdes de bebidas foram desenvolvidas contendo
quatro diferentes concentracGes de proteinas de soro de leite (0,5%, 2,0%, 4,0% e
6,0%). O permeado e retentado de soro de leite obtido pelas operagdes de separacéo por
membranas de microfiltracdo e ultrafiltracdo foram utilizados para as formulages com
0,5% e 2,0% de proteinas, respectivamente. O concentrado proteico de soro comercial
(WPC60) foi utilizado para as formulacbes de 4,0% e 6,0% de proteinas. Foram
adicionadas de dois corantes naturais distintos: extrato de antocianinas e luteina
comercial. Na Tabela 3 sdo apresentados os teores de proteinas, bem como o corante

natural e o tipo de soro utilizado para cada formulacéo.

Tabela 3 — CodificacGes das formulacGes, tipo de corante, tipo de soro e teor de
proteinas das bebidas.

Formulacéo Corante Proteina (%) Tipo de Soro
F1 Antocianinas 0,50 Permeado
F2 Antocianinas 2,0 Retentado
F3 Antocianinas 4,0 WPC60
F4 Antocianinas 6,0 WPC60
F5 Luteina 0,50 Permeado
F6 Luteina 2,0 Retentado
F7 Luteina 4,0 WPC60
F8 Luteina 6,0 WPC60
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Para avaliagdo da aceitabilidade sensorial das bebidas proteicas, procedeu-se
também no delineamento inteiramente casualisado, 112 julgadores avaliaram o0s
formulados proteicos adicionados de extrato de antocianinas quanto a cor e impressao
global e 114 julgadores que avaliaram os formulados proteicos adicionados de luteina,
também quanto a impressdo global e cor. Para obtencdo do Mapa de Preferéncia
Interno, os dados de aceitagéo (teste de consumidor) foram organizados numa matriz de
amostras (em linhas) e consumidores (em colunas), e esta submetida a Analise de
Componentes Principais (ACP). Os resultados foram expressos em um grafico de
dispersdo das formulacbes (tratamentos) em relacdo aos dois primeiros componentes
principais e em outro representando os “loadings” (cargas) da ACP (correlagdes dos
dados de cada consumidor com os dois primeiros componentes principais). Por meio
dos resultados da analise sensorial realizou-se o estudo de estabilidade durante 60 dias
de armazenamento nos tempos (0, 7, 15, 30, 45 e 60) dias, com trés repeticdes, das

formulacgdes que obtiveram maior aceita¢do sensorial.
2.2 Matéria-prima

O extrato de antocianinas foi obtido de cascas de jabuticaba espécie (Myrciaria
jaboticaba), proveniente do municipio 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
andlises.

A luteina utilizada foi na forma de pd, fornecida pela empresa DSM Nutritional
Products extraida de flores de Tagetes erecta. Os aromas de morango e maracuja foram
fornecidos pela empresa Duas Rodas Industrial.

Foram utilizados permeado e retentado de soro de leite obtido no centro de
membranas aplicado a industria de laticinios do DTA/UFV, através de uma operacgéo de
separacdo por microfiltracdo e ultrafiltracdo, respectivamente. O concentrado proteico
de soro comercial (WPCG60) foi fornecido pela empresa Gemacon Tech.

2.3 Extracéo das Antocianinas das Cascas de Jabuticaba

As antocianinas foram extraidas 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% proporc¢éo (1:2 m/v), acidificado com acido citrico até pH 2.

A mistura foi deixada em repouso na auséncia de luz por 24 horas sob refrigeracao.
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Apos este periodo as amostras foram filtradas em papel Whatman n° 1 a vacuo e
posteriormente concentradas em evaporador rotativo a vacuo a 40 °C para remover todo

o etanol adicionado. Foram armazenadas em frasco &mbar sob refrigeragéo.
2.4 Processo de Separacdo por Membranas

2.4.1 Microfiltracédo do Soro

A microfiltracdo do soro foi realizada em equipamento construido pela empresa
Tetra Pak® Processing, Franca. Primeiramente, foi feita a higienizacdo do equipamento
com dois ciclos de limpeza em sistema fechado (cleaning in place - CIP), alcalino (80
°C) e acido (50 °C), respectivamente. O soro foi aquecido a 50 °C e filtrado
tangencialmente através de uma membrana cerdmica tubular “Membralox®” com poros
de tamanho 0,8 pm, velocidade de permeacdo 7,2 m-s?, sistema com érea total de

membrana 0,24 m? e com pressao transmembrana de 0,5 bar.
2.4.2 Ultrafiltracdo do Soro

A ultrafiltracdo do soro foi realizada em uma planta piloto da marca “WGM
sistemas”, sendo o0 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, area filtrante 3,0 m? temperatura de operagdo de 35 °C e

pressdo operacional entre 2,1 e 8,3 bar.
2.5 Elaboracéo das Formulagtes

As formulacdes foram elaboradas com diferentes concentracbes de proteinas
adicionadas dos corantes naturais antocianinas e luteina. O permeado de soro de leite
foi utilizado para as formulagdes com teores de 0,5% de proteina, o retentado para as
formulacBes com teores de 2,0% de proteina e concentrado proteico de soro comercial
(WPC60) para as formulagdes com teores de 4,0% e 6,0% de proteina. As formula¢Ges
adicionadas de extrato de antocianinas receberam as seguintes codificacbes (F1, F2, F3,
e F4) enquanto que as adicionadas de luteina comercial em pd receberam as
codificacbes (F5, F6, F7 e F8), totalizando quatro formulacGes para cada um dos
corantes adicionados.

A proporgédo de permeado, retentado e concentrado proteico de soro comercial
adicionado as formulagdes foram calculados de acordo com o teor de proteina inicial de
cada um deles por meio de um balanco de massa, para que no produto final obtivesse as
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respectivas concentracfes de proteinas desejadas (0,5%, 2,0%, 4,0% e 6,0%). Os
aromas de morango e maracuji foram adicionados de acordo com a recomendacdo do
fabricante. A Tabela 4 apresenta a proporc¢do dos demais ingredientes utilizados para o
desenvolvimento das bebidas.

Tabela 4 — Concentragdo dos ingredientes adicionados as formula¢des

Ingredientes Concentracéo (g-100 g™)
Acucar 15,00
Polpa de Fruta 10,00
Goma Arabica 0,45
Citrato de Sodio 0,07
Sorbato de Potassio 0,03

O permeado de soro de leite acrescido dos ingredientes: dgua mineral, acUcar,
polpa de fruta (maracujd ou morango), goma arabica, citrato de sodio, sorbato de
potéssio constituiram a mistura inicial. Esta foi homogeneizada em agitador por 5
minutos para completa dissolucdo de todos os ingredientes. O pH da mistura foi
ajustado para 4,0 com agente acidulante (&cido citrico) e homogeneizada novamente.
Depois de homogeneizada a mistura foi tratada termicamente por 63 °C por 30 minutos
em cubas de &cido inoxidavel capacidade de 20 L. Foi utilizado um banho-maria
industrial para o tratamento térmico.

O aroma (maracuja ou morango) foi adicionado logo ap6s o tratamento térmico
e imediatamente antes do resfriamento. A bebida foi resfriada até em torno de 40 °C, em
seqguida foi adicionado o extrato de cascas de jabuticaba para formulacbes sabor
morango e o resfriamento prosseguiu-se até temperatura de 25 °C. O envase foi
realizado em embalagens de polietileno de 185 mL. O armazenamento foi realizado a
temperatura de refrigeracdo (5°C). Para formulacGes sabor maracuja adicionou-se
luteina juntamente com os demais ingredientes (antes da homogeneizacdo). Este
procedimento descrito anteriormente constituiu a formulacdo com teor de 0,5% de
proteina, adicionada de luteina (sabor maracuja) ou de extrato de casca de jabuticaba
(sabor morango). Este mesmo procedimento foi realizado para as formulagcdes com
concentracdo de proteina de 2,0%, 4,0% e 6,0%. Em todas as formulacGes sabor
morango foi adicionado aproximadamente 2,0 mg de antocianinas para cada 100 g da
bebida e as de sabor maracuja foi adicionado 3,2 mg de luteina 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 Caracterizacao do Extrato de Cascas de Jabuticaba
2.6.1 pH

A determinagéo de pH foi realizada em pHmetro digital, marca DIGIMED DM-
20, aferido com solugdes tampdo pH 4,01 e 6,86, segundo as normas analiticas

propostas pelo Manual do Instituto Adolfo Lutz (2008).
2.6.2 Acidez

A determinacdo da acidez foi realizada por titulometria com solugéo padronizada
de NaOH 0,1 mol-L™ utilizando indicador fenolftaleina. A acidez foi expressa em
porcentagem de &cido citrico presente na amostra (Manual do Instituto Adolfo Lutz,
2008).

2.6.3 Solidos Soluveis Totais

Os solidos soluveis totais foram determinados por leitura direta em refratdmetro
digital (Digital Hand-Held Refractometer AR200, Leica) a temperatura ambiente,
previamente calibrado com éagua destilada, e o resultado expresso em °Brix de acordo
com as normas analiticas propostas pelo Manual do Instituto Adolfo Lutz (2008).

2.6.4 Determinacao da Cor

A coloracdo foi determinada em Colorimetro 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 parametros
de tonalidade (h*) e saturacdo (c*) foram calculados a partir dos valores de a* e b*,
conforme as equagOes 1.1 e 1.2, respectivamente. Para efetuar a leitura, empregou-se

uma cubeta com capacidade de 50 mL.

h* = arctan(b—*j
a (Eql.1)

c*=+a** +h*? (Eql.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 auxilio
de um espectrofotdmetro marca Shimadzu modelo UV-VIS 1601Pc, utilizando-se o
coeficiente de absortividade molar de 98,2 L.cm™.g™ da cianidina-3-glicosideo, com
leitura a 535 nm referente a absor¢cdo maxima das antocianinas, diluidas em etanol
acidificado, medida em cubeta de 1 cm. Os resultados foram expressos em mg de

antocianinas por mL de extrato (mg-mL™).
2.6.6 Fendlicos Totais

A determinacdo de fendlicos totais foi realizada de acordo com metodologia
descrita por Singleton e Rossi, 1965. Os fendlicos totais foram quantificados através do
método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau, baseado na reducdo do acido
fosfomolibdico-fosfotingstico pelas hidroxilas fenolicas, produzindo um complexo de
coloragé@o azul em meio alcalino. A absorbancia das amostras foram medidas a 760 nm
usando um espectrofotdmetro marca Shimadzu modelo UV-VIS 1601Pc. O &cido galico
foi usado como padréo e os resultados expressos em mg de acido galico equivalente por
mL de extrato (mg AGE-mL™).

2.6.7 Atividade Antioxidante in vitro

A determinacéo 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 reacdo das amostras
com o cation ABTS ocorreu na proporc¢éo 0,5:3,5mL, respectivamente, sendo as leituras
espectrofotométricas realizadas apos 6 minutos, no comprimento de onda de 734 nm.

Foi construida uma curva analitica com o antioxidante padrdo Trolox (acido 2-
carboxilico-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano) e realizadas diluicbes das amostras
para a elaboracdo de uma curva de amostra. A mesma foi contrastada com a curva do
padréo, e os resultados foram expressos em pmol-L™ equivalente de Trolox por grama

de amostra.
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2.7 Determinacgdes Fisico-quimicas dos Formulados

Os formulados foram caracterizados segundo as seguintes propriedades fisico-
quimicas, assim citadas nos itens 2.6: pH, acidez titulavel, sélidos sollveis totais (°Brix)
e cor. Além disso, foi realizada a analise do teor de proteinas, conforme descrito no item
2.7.1,

2.7.1 Teor de Proteinas

O teor de proteina foi obtido a partir da analise do teor de nitrogénio pelo método
de Kjeldahl. A concentracdo de proteina foi calculado multiplicando-se o teor de
nitrogénio total pelo fator de conversao 6,38, de acordo com a FIL (International Dairy
Federation) 20B:1993.

2.8 Extragdo e Quantificacdo das Antocianinas e Fendlicos Totais dos

Formulados

Para as quantificacdes espectrofotométricas foi necessario extrair as antocianinas
e os fendlicos adicionados, pesou-se 5 g de cada formulacdo adicionou-se 10 mL de
solugdo de etanol:HCI 1,5 mol-L™ proporcéo (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 solucdo etanol:HCI (85:15) (v/v) realizando o mesmo
procedimento descrito anteriormente. Este procedimento foi repetido por mais uma vez.
O volume foi aferido em baldo volumétrico de 25 mL e armazenado em frasco ambar
até o momento da analise sob refrigeracdo. A quantificacdo das antocianinas e fenolicos
totais dos formulados foram realizados como descrito nos itens 2.6.5 e 2.6.6,

respectivamente.
2.9 Extracgéo e Quantificacio da Luteina dos Formulados

A extracdo da luteina foi realizada segundo método descrito por Dias (2009)
modificado. Pesou-se 10 g da bebida, adicionou-se de 20 mL de alcool 95%, e
posteriormente centrifugados a 25009 por 5 minutos. O sobrenadante foi reservado, e ao
precipitado foi adicionado 10 mL de etanol 95% realizando 0 mesmo procedimento
descrito anteriormente, este procedimento foi repetido por mais 2 vezes. O sobrenadante
total foi dividido em duas aliquotas de 25 mL e procedeu-se a extragdo com 50 mL de

acetona e 45 mL de éter de petroleo, lavando as amostras 3 vezes com agua destilada. A
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mistura de luteina e éter de petroleo obtida nas duas extracdes foi recolhida em um
baldo de fundo redondo de 250 mL, seca em rotavapor a temperatura de 38 °C,
posteriormente ressuspendidas em 10 mL de etanol absoluto 99,8% e armazenado sob
refrigeracdo até o momento da andlise. A determinacdo de carotenoides totais foi
realizada por método espectrofotométrico descrito por Rodriguez-Amaya, 2001. O teor
de carotenoides foi determinado com auxilio de um espectrofotdmetro marca Shimadzu
modelo UV-VIS 1601Pc, utilizando-se o coeficiente de absortividade molar de 2550
L-.cm™.g?, com leitura a 445 nm referente a absorcdo méxima da luteina, diluidas em
etanol 99,8%, medida em cubeta de 1cm. O teor de carotenoides totais foram expressos

em mg de luteina por 100g de bebida, calculado segundo as equaces 1.3 e 1.4.

Ay(mL).10°

x(mg) =——5;
om-100 (Eq.1.3)

x(mg /100 g) =ﬂ.100
amostra(g) (Eq.1.4)

x = teor de luteina expresso em mg
A = absorbancia a 445 nm

1% = coeficiente de absortividade molar em etanol absoluto

cm

y (mL) = volume do baldo volumétrico.

2.10 Determinacgéo da Atividade Antioxidante dos Formulados

A atividade antioxidante foi determinada de todas as formula¢Ges conforme

descrito no item 2.6.7.
2.11 Analises Microbioldgicas
2.11.1 Analises Microbiologicas das Bebidas Proteicas

Foram realizadas enumeracGes de mesofilos aerdbios e anaerobios facultativos e
dos micro-organismos indicadores coliformes, Escherichia coli e Staphylococcus
aureus. Diluicdes seriadas foram preparadas de forma a se obter enumeracgéo entre 15 e
150 coldnias por placa. Volumes de 1,0 mL de cada diluicdo foram inoculados em
placas Petrifilm para enumeracdo de coliformes, Escherichia coli (Petrifilm™ EC), para

enumeracdo de mesofilos aerdbicos e anaerdbios facultativos foram utilizadas placas

32



Petrifilm (Petrifilm™ AC), ambos realizadas de acordo com Wehr e Frank (2004). O
mesmo volume foi adicionado nas placas petrifilm para enumeracédo de Staphylococus
aureus (Petrifilm™ 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 enumeracdo de mesoéfilos aerdbios e
anaerdbios facultativos foi incubado 32 °C + 1 °C por 48 horas. A leitura das placas foi
realizada ap6s o periodo de incubagdo de cada micro-organismo. Para enumeracdo de
Staphylococus aureus, apés a incubacéo, as colénias tipicas (coldnias vermelho-violeta)
foram contadas e no caso da presenca de colonias suspeitas foi adicionado disco de
Dnase e as placas foram incubadas por 1 a 3 horas onde poderia ser observada a
formagéo de halo. A presenca de halo indicaria resultado confirmativo para o micro-
organismo, segundo o fabricante. Os resultados foram obtidos pela multiplicacdo das

contagens encontradas pelo inverso da diluic&o utilizada e expressos em UFC-mL™.

2.11.2 Avaliacdo da Contaminacgdo do Ar da Fabrica

A qualidade do ar na fabrica, durante as etapas de producéo, foi avaliada pelo
método de sedimentacdo 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 °C. As placas foram mantidas abertas por 15 minutos durante as
etapas de envase de cada tratamento. Os resultados foram expressos em unidades

formadoras de colnias por semana segundo a equacéo 1.5.

Particulas  vidveis cm semana ' = UFC x 10080 (Eq.1.5)
(r x r?) x t

UFC: numero de coldnias na placa apds incubagéo;
r: raio da placa da placa de Petri em cm;
t: tempo de sedimentagdo em minutos;

*: minutos em uma semana.
2.12 Viscosidade

As medicOes reoldgicas das bebidas foram realizadas em reémetro de cilindros
conceéntricos 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 °C, mantida constante com o auxilio de um banho termostatico.
Utilizou-se como sistema de medicdo o sensor cilindrico DG DIN, com capacidade de
medico de viscosidade acima de 20 mPa.s, com uma taxa de deformacdo de 10 s*. O
tempo de ensaio foi de 2 minutos, completando um total de 30 pontos. As

determinac6es foram realizadas das 3 repeticdes e os resultados expressos em mPa.s.
2.13 Aceitabilidade Sensorial

Foi realizada a analise sensorial das formulacGes das bebidas adicionadas
corantes naturais. Utilizou-se uma escala hedénica de nove pontos segundo Minim
(2010), variando de “gostei extremamente” (9) a “desgostei extremamente” (1). As
andlises foram conduzidas no Laboratério de Analise 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 maracuja adicionadas

de luteina (F5, F6, F7 e F8), ambas quanto a cor e impressao global.

2.13.1 Impressdo Global

Os consumidores foram instruidos a avaliar a aceitacdo em relacdo a impressao
global das amostras apresentadas.

Neste teste, as amostras foram codificadas com ndmeros de trés digitos e
apresentadas de forma monadica aos consumidores, em copos descartaveis de
polietileno com capacidade para 50 mL.

Os consumidores foram solicitados a degustar as bebidas, anotando na ficha de
avaliacdo o0 quanto gostaram ou desgostaram de cada amostra, utilizando escala
hedbnica estruturada de nove pontos (Figura 5), sendo atribuido 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 vocé

gostou ou desgostou do produto. Enx&gue a boca entre cada avaliagcdo e aguarde 30
segundos.

9 — Gostei extremamente Caodigo Nota

8 — Gostei muito

7 — Gostei moderadamente

6 — Gostei ligeiramente

5 — Indiferente

4 — Desgostei ligeiramente

3 — Desgostei moderadamente
2 — Desgostei muito

1 — Desgostei extremamente

Comentarios:

Figura 5 — Ficha de avaliacdo usada para o teste de impressao global.
2.13.2 Cor

Os consumidores foram instruidos a avaliar a aceitacdo em relacdo ao atributo
cor das amostras apresentadas. As amostras foram codificadas com numeros de trés
digitos 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 lacteos como iogurte, leite
fermentado e bebidas lacteas em embalagens dessa natureza, o que facilita a
visualizacdo da bebida e avaliagédo do consumidor.

Os consumidores avaliaram as amostras, registrando 0 quanto gostaram ou
desgostaram da cor de cada amostra, utilizando escala hedonica estruturada de nove
pontos (Figura 6), sendo atribuido 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 vocé

gostou ou desgostou da COR do produto.

9 — Gostei extremamente Cddigo Nota
8 — Gostei muito

7 — Gostei moderadamente
6 — Gostei ligeiramente

5 — Indiferente

4 — Desgostei ligeiramente - -
3 — Desgostei moderadamente

2 — Desgostei muito

1 — Desgostei extremamente

Comentarios:

Figura 6 — Ficha de avaliacdo usada para o teste de cor.
2.14 Estudo de Estabilidade

O estudo de estabilidade foi realizado com as formulagdes que obtiveram maior
aceitacdo no teste sensorial quanto a impressdo global e a cor, foram escolhidas duas
formulacGes; uma do grupo de bebidas adicionadas de extrato de antocianinas e outra do
grupo de bebidas adicionadas de luteina. O estudo de estabilidade foi realizado a fim de
avaliar o comportamento dos compostos bioativos adicionados as formula¢Ges ao longo
de 60 dias de armazenamento, sendo realizadas analises nos tempos 0, 7, 15, 30, 45 e 60
dias. As analises que compuseram 0 estudo de estabilidade foram: atividade
antioxidante, antocianinas totais, cor, pH, so6lidos sollveis totais e acidez, assim
descritas nos itens 2.6, além da analise de carotenoides totais descrita no item 2.8.

Para as analises de cor foi acrescentado o célculo da diferenga global de cor
(AE*), entre cada um dos tempos avaliados durante o estudo, conforme a equacao 1.6.

AE* = J(AL¥)? +(Aa)? + (Ab¥)? (Eq.1.6)
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2.15 Analises Estatisticas

O efeito do teor de proteinas sob os resultados das analises fisico-quimicas e
bioativas foram avaliados por andlise de regressdo simples. Regredindo as varidveis
respostas em funcdo dos teores de proteina das bebidas em seus componentes lineares e
quadraticos, para a escolha do modelo de regressdo que melhor descrevesse as
variacOes, avaliando-se também a falta de ajustamento do modelo, a significancia dos
parametros da equacdo, e por fim, foi calculado o coeficiente de determinacéo R.

Os dados de aceitabilidade sensorial foram interpretados por analise de variancia
(ANOVA), teste de comparacdo de médias (Tukey), ao nivel de 5% de probabilidade e
por anélise multivariada com Anéalise de Componentes Principais (ACP). Os resultados
do estudo de estabilidade foram apresentados por meio de gréficos; foram plotadas as
curvas das médias de cada determinacdo versus tempo (dias), uma analise de regressdo
linear foi utilizada para determinar a adequacidade do modelo. As analises estatisticas
foram implementadas no software SAS, (SAS Institute Inc., 2008) versdao 9.1,
licenciado pela Universidade Federal de Vigosa.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Resultados das Andlises de Caracterizacdo do Extrato das Cascas de

Jabuticaba

Os resultados das analises da caracterizacao fisico-quimica e bioativa do extrato

de cascas de jabuticaba séo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Resultados referentes as andlises fisico-quimicas e bioativas do extrato de
cascas de jabuticaba.

Analises Extrato Concentrado
pH 1,43 + 0,00
SST (°Brix) 31,70 £ 0,61
Acidez (g de acido citrico-100™g) 31,86 + 0,37
L* - Luminosidade 24,71 £ 0,04
c* - Saturacdo da Cor 1,54 + 0,02
h* - Angulo de Tonalidade (graus) -10,21 £ 0,65
Antocianinas totais (mg-mL™) 1,10 £ 0,05
Fendlicos Totais (mg AGE-mL™) 13,50 £ 0,09
Atividade Antioxidante (umol-L™Trolox-g™) 103,40 + 6,32

SST: Sélidos soluveis totais. Os resultados de fendlicos foram expressos em acido galico
equivalente (AGE). Os valores representam a média de 3 repeti¢Oes + desvio-padrao.

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 adicdo de acido durante a etapa de
extracdo. O pH acido é um parametro importante, uma vez que ajuda na extracdo do
pigmento da matriz estudada e também mantém a coloracdo vermelha das antocianinas.

O extrato apresentou valores de acidez e teor de solidos soluveis totais elevados,
31,86 e 31,70, respectivamente. A etapa de concentracdo dos extratos para aplicagdo nos
alimentos contribuiu para 0 aumento destes valores. Observa-se que estes dois fatores
estdo diretamente relacionadas, o aumento da concentracdo de sélidos contribuiu para o

aumento da acidez.
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Para o néctar de amora preta Araujo et al. (2009) encontraram valores de pH de
2,41, sblidos sollveis totais de 13,0 °Brix e acidez titulavel de 0,54 g de acido
citrico-100™g. A amora preta assim como a jabuticaba é uma fruta escura, rica em
antocianinas e fenolicos totais, que contribuem para alta capacidade antioxidante. As
diferencas encontradas entre os valores de acidez e pH em relacdo ao presente trabalho,
é devido a forma de preparo do néctar, em que ha a diluicdo da amora em agua mineral,
na proporgao 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 préximos de zeros sdo os valores de L*, mais
escura € a amostra e quanto mais proximo de 100 mais clara.

A coordenada c* representa a saturacdo da cor, ou seja, indica a pureza ou
intensidade da cor com relacdo ao branco. O valor de c¢* para o extrato foi de 1,54,
indicando uma cor menos saturada, h&d uma tendéncia para a tonalidade azul, mostrando
que a cor apresentada tem uma menor pureza em relagdo ao branco.

O valor da coordenada h* do extrato foi negativo, -10,21. O valor do angulo de
tonalidade indicou que a cor da amostra esta 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 extracdo encontraram valores de h* entre 13° e 24°, os
valores de c* foram de 22,8 a 54,3. Observaram que 0s extratos ricos em antocianinas
obtidos por meio da extracdo &cida, a forma predominante é do cétion flavilium, h* deve
estar situado proximo ao vermelho, ou entre o vermelho e o azul.

O teor de antocianinas e fenolicos totais do extrato de cascas de jabuticaba foram
de 1,10 mg:-mL™ e 13,50 mg AGE-mL™, respectivamente. Enquanto o valor de atividade
antioxidante foi de 103,40 pmol-L™ Trolox-g™. O extrato mostrou uma excelente
atividade antioxidante, em consequéncia a alta concentracdo de antocianinas e fendlicos
apresentados, estes contribuem diretamente nesta resposta.

A acdo antioxidante de um composto esta diretamente relacionada com
componentes bioativos presentes, dependem da estrutura quimica e da concentragdo
destes fitoquimicos no alimento, cujo teor € amplamente influenciado por fatores
genéticos, condi¢cbes ambientais, grau de maturacdo, variedade da planta, entre outros
(MELO et al., 2009).
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Santos et al. (2010) encontraram valores de fendlicos totais e antocianinas totais
no extrato de cascas de jabuticaba utilizando diferentes métodos de extracdo, de
36,0 mg AGE.g™ e 5,41 mg-g*, respectivamente. O solvente extrator que proporcionou
maiores teores dos compostos bioativos foi etanol acidificado, ao passo que os métodos
de extracdo que obtiveram maiores teores de compostos fenolicos foram os que também
proporcionaram maior atividade antioxidante. Estes valores foram superiores aos do
extrato produzido neste estudo, tal diferenca pode ser atribuida as diferencas no
processo de extracao.

O valor de atividade antioxidante foi de 103,40 umol-L™* Trolox-g™ de extrato,
enquanto que Silva et al. (2010) encontrou valores de atividade antioxidante de 723 uM
de Trolox-g™* de extrato, valor este superior ao encontrado durante a elaboracéo 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 uM de
Trolox-g? de amostra liofilizada. Rufino et al. (2010) relataram uma atividade
antioxidante de 37,5 uM de Trolox-g™ frutas inteiras frescas de jabuticaba (Myrciaria
cauliflora). As diferencas de resultados sdo devido as 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 reforgcam os estudos que apontam a jabuticaba como uma fonte
promissora de corante natural. Este fruto tem uma casca de coloracdo purpura escura,
devido ao elevado teor de antocianinas, que cobrem seu interior branco e gelatinoso, tais
caracteristicas trazem beneficio & salde humana por apresentar uma excelente
capacidade antioxidante (SANTOS et al., 2010).
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3.2 Resultados da Caracterizacao Fisico-quimica dos Formulados

3.2.1 Composig¢do Quimica

Os resultados das analises de pH, solidos soluveis totais (SST), acidez e teor de
proteinas das bebidas proteicas sdo apresentados na Tabela 6.

Observou-se que ndo houve efeito significativo (p>0,05) do teor de proteinas
sobre os valores de pH das formulacbes, uma vez que foi realizada a padronizacéo do
pH para 4 ou o mais proximo deste valor. Como parte das formulagdes foram
adicionadas de extrato de antocianinas, utilizou-se o pH baixo para manter a coloragédo
vermelha das bebidas. Karaaslan et al. (2011) encontraram valores de pH de 4,22 para
logurtes adicionados de antocianinas de quatro variedades diferentes de uva e
verificaram que a variedade ndo afetou significativamente os valores de pH no produto
final.

As antocianinas sdo comercialmente usadas em solugdes acidas, pH entre 2,5 e
3,8, no qual apresentam cor vermelha. Para aplicacéo 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 proteinas sobre os valores de
acidez das formulagdes. Os valores de acidez para as bebidas adicionadas de extrato de
antocianinas variaram entre 0,45% a 0,96% de acido citrico e entre 0,36% a 0,97% para
as bebidas adicionadas de luteina. Assim como a acidez, o teor de solidos soltveis das
formulaces teve efeito significativo (p<0,05) do teor de proteinas. Os teores de solidos
sollveis totais variaram de 21,10 a 26,96 °Brix para as formulagdes adicionadas de
extrato de antocianinas e de 21,63 a 27,10 °Brix para as formulacdes adicionadas de

luteina.
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Tabela 6 — Resultados da composicao quimica das bebidas proteicas formuladas com extrato de cascas de jabuticaba e luteina.

Andli Formulacg6es adicionadas de antocianinas Formulacges adicionadas de luteina
nalises
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  4,1440,01
SST (°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 &cido citrico-100'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

Proteina (g-100™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

F1: formulacdo com 0,5% de proteina; F2: formulagdo com 2,0% de proteina; F3: formulagdo com 4,0% de proteina, F4: formulagdo com 6,0% de proteina, todas as

formulagOes adicionadas de extrato de antocianinas. F5: formula¢do com 0,5% de proteina; F6: formulagdo com 2,0% de proteina; F7: formulagdo com 4,0% de
proteina; F8: formulagcdo com 6,0% de proteina, todas as formulacdes adicionadas de luteina. SST: Sélidos solUveis totais. Os valores representam a média de 3
repeticdes + desvio-padrao.
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A variacdo nos teores de sélidos soluveis foi devido ao aumento da concentracdo
de proteinas, uma vez que a formulacdo base foi a mesma para todas as bebidas, sendo
assim o teor deste componente foi que interferiu diretamente para o aumento da
concentracdo de sélidos.

A influéncia do teor de proteinas sobre os valores de acidez e sélidos soluveis
totais foi modelada estatisticamente pelas equagOes representadas na Tabela 7. Os
modelos foram testados quanto a falta de ajuste e significAncia dos pardmetros da
regressdo, apresentando a falta de ajuste para o modelo de primeiro grau nao
significativa (p>0,05) e pardmetros da regresséo significativos (p<0,05) para os valores
de acidez e solidos soluveis totais. O coeficiente de determinacdo foi superior a 97%
para as formulagOes adicionadas de antocianinas, e superior a 98% para as formulacoes
adicionadas de luteina.

Observa-se na Tabela 7 que tanto os valores de acidez como os valores de
solidos soluveis foram influenciados positivamente pelo teor de proteinas, ou seja, com
0 aumento da concentracdo de proteinas houve o aumento da concentracao de sélidos e

também da acidez dos formulados.

Tabela 7 - Modelagem estatistica do efeito do teor de proteinas sobre os valores de
acidez e sélidos sollveis totais das formulagdes adicionadas de extrato de antocianinas e
luteina.

Formulagbes Determinacéo Modelo de Regressao R?
Adicionadas de Acidez Y = 0,0880prt + 0,4383 0,9780
extrato de SST Y = 1,0240.prt + 20,5000 0,9777
antocianinas
. Acidez Y =0,1090.prt + 0,3274 0,9973
Adicionadas de
luteina SST Y =0,9781.prt + 21,0181 0,9897

prt = proteinas

Com o aumento do teor de proteinas, houve o aumento proporcional da acidez,
mesmo o pH sendo ajustado para 4,0. Quando se mede o pH é quantificado a
concentragdo de ions H* (hidrogénio) em solugdo, como ndo houve a variagdo deste
parametro, a concentracdo de ions H' nas formulacbes ndo sofreu alteracdes. As
formulacbes foram desenvolvidas com diferentes teores de proteinas, esta variagdo
contribuiu para o aumento da acidez. A presenca de aminodcidos com estruturas

especificas assim como a adi¢do de &cido citrico as formulagdes contribuiu para tal
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variacdo. Bebidas formuladas com maior concentracdo de proteina necessitou de uma
maior quantidade de acido citrico para atingir o pH desejado. As proteinas de soro de
leite possui uma estrutura que contribui para que elas sejam bastante estaveis em
solucdo, atuando em uma faixa muito ampla de pH (TAULIER e CHALIKIAN, 2001;
SGARBIERI, 2005). Este é chamado efeito tamp&o, em que mesmo com a adicdo de
pequenas quantidades de &cido, o pH mantém-se constante.

Estudos tém demonstrado que as proteinas e seus aminoacidos contribuem para
0 aumento da acidez dos alimentos. Fox e Mcsweeney (1998) relataram que as
substancias responsaveis pela acidez natural do leite sdo os minerais como fosfatos e
citratos, as proteinas (caseina e albumina) e o gas carbonico dissolvido. Lehninger et al.
(2004) descrevem que as proteinas do soro sdo ricas nos aminoacidos lisina, histidina e
arginina que sdo aminoacidos que possuem seus grupamentos laterais carregados
positivamente, contribuindo consequentemente para 0 aumento na acidez.

Silva (2012) também observou o aumento da acidez tituladvel com aumento da
concentracdo de proteinas de soro de leite ao realizar a substituicdo de diferentes teores
de gordura dos sorvetes por proteinas de soro de leite. Gonzalez et al. (2011)
encontraram valores de acidez titulavel das amostras de iogurtes formuladas com leite
desnatado de 14,6 g-L™ de 4cido latico e das amostras formuladas com leite integral
13,2 gL de 4cido lético, esta diferenca foi atribuida & presenca de quantidades
ligeiramente mais elevadas de proteina no leite desnatado em compara¢do com amostras
de leite integral.

Tais estudos reforcam a hipdtese levantada de que o aumento do teor de
proteinas do soro de leite contribui para o aumento da acidez das bebidas. As proteinas
do soro de leite abaixo do seu ponto isoelétrico possuem mais cargas positivas em
solugéo, esta condicdo contribui diretamente para o aumento da acidez.

A concentracdo de proteina foi um dos parametros utilizados para diferenciar as
formulacGes das bebidas. Os valores de proteinas encontrados nas formulagdes estéo
apresentados na Tabela 6. Verifica-se que estes valores estdo dentro dos determinados
para cada uma das formulagdes.

O permeado de soro de leite foi utilizado para as formulagbes com
concentracdes de proteina de 0,5%, uma vez que este produto possui um teor de
proteina igual ao do soro utilizado para a microfiltracdo. A utilizacdo deste ingrediente

foi realizada com intuito de oferecer as industrias uma alternativa viavel para a
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utilizacdo deste soro fluido, sem a necessidade das etapas de concentracdo e secagem. A
técnica de microfiltracdo permite a obtencdo de um produto totalmente estéril,
utilizando tratamento térmico relativamente brando, o que resulta em menores
alteracdes dos componentes termolabeis, contribuindo para uma melhor digestibilidade
deste produto.

O soro concentrado obtido por ultrafiltracdo foi utilizado nas formulagdes com
2,0% de proteina, tal ingrediente assim como o permeado de soro de leite é de alta
qualidade, por possuir uma maior concentracdo das proteinas do soro e boa qualidade
microbioldgica, uma vez que é obtido por meio do soro que foi submetido a
microfiltracdo.

O concentrado proteico de soro (WPC60) comercial foi utilizado para as
formulagBGes com maiores concentracdes de proteina 4,0 e 6,0%. Este ingrediente possui
uma alta concentracdo de proteina, podendo ser utilizado para todas as formulacdes,
além de ser um produto disponivel no mercado, de facil utilizagdo para as industrias que
ndo possuem 0s equipamentos de separacdo por membranas e secagem.

Das bebidas encontradas no mercado como fonte de proteinas pode-se destacar:
leite, bebidas a base de soja, iogurte, bebidas lacteas entre outras. Uma porcdo de
200 mL de leite integral oferece ao consumidor cerca de 6,2 g de proteinas, que
corresponde a 8,0% da recomendacdo diaria. Para as bebidas com proteinas de soja, a
mesma porcdo fornece cerca de 5,2 g de proteinas, correspondente a 7% da
recomendacdo diaria, enquanto as bebidas lacteas fornece 3,7 g de proteinas, que
corresponde a 5% da recomendacdo diéria. Para as bebidas desenvolvidas no presente
estudo além de serem adicionadas de compostos bioativos com excelente capacidade
antioxidante, as proteinas de soro de leite sdo de alta qualidade bioldgica, ricas em
aminoacidos essenciais e calcio, desempenhando uma série func¢bes benéficas para o
organismo humano. As bebidas formuladas com 4,0 e 6,0% de proteinas para cada
porcdo de 200 mL fornecem 8,0 e 12,0 g de proteinas, respectivamente. A bebida com
6,0% de proteinas possui 0 dobro de proteinas que o leite integral na mesma porcéo,
enguanto a com 4,0% possui o dobro de proteinas que a bebida lactea, justificando a
potencialidade deste produto como fonte de proteinas.

As amostras de soro utilizadas se mostraram como ingredientes que
contribuiram para aumentar o valor nutricional e funcional das formulagdes, cada um

com suas particularidades, sendo que a qualidade das proteinas é a caracteristica comum
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entre elas. A concentracdo de proteinas afetou significativamente a maioria dos

resultados fisico-quimicos apresentados pelas formulages.
3.2.2 Caracteristicas Colorimétricas

O efeito do teor de proteinas nos valores de a* (componente vermelho-verde) e
valores de c* (indice de saturacdo) das bebidas proteicas adicionadas de extrato de
antocianinas, ndo foram significativos (p>0,05). O teor de proteinas influenciou
significativamente (p<0,05) sobre os valores de L* (luminosidade), b* (componente
amarelo-azul) e h* (tonalidade cromatica). Para os trés parametros foram testados
modelos de primeiro e segundo grau e apresentaram falta de ajustamento significativa
(p<0,05) ou os parametros da regressao para ambos os modelos ndo significativo
(p>0,05), portanto os modelos ndo foram considerados adequados para descrever estes
parametros do sistema.

Os resultados das determinacGes colorimétricas das bebidas proteicas

adicionadas de extrato de antocianinas sao 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 445141 247+1,01 7,48+0,49 7,73%0,93

h* —angulo de tonalidade (graus) 21,60+4,45 13,43+4,60 33,42+4,44 37,7916,22
c* — saturacgdo de cor (chroma) 11,99+1,87 10,50+0,71 13,69+0,98 12,74+1,25

F1: formulacdo com 0,5% de proteina; F2: formulagdo com 2,0% de proteina; F3: formulagéo
com 4,0% de proteina; F4: formulacdo com 6,0% de proteina, todas as formulagdes adicionadas
de extrato de antocianinas. Os valores representam a média de 3 repeti¢des * desvio padrao.

O parametro a* forneceu valores positivos para todas as bebidas, indicando
coloracdo vermelha nas amostras avaliadas. Os valores referentes ao parametro b*
foram também positivos, indicando também a presenca da coloracdo amarela. Observa-
se que os valores de L* (luminosidade) aumentaram com o aumento do teor de

proteinas, ou seja, quanto mais proteina mais clara é a amostra.
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No diagrama de cor, o parametro h* representa o angulo de tonalidade, onde o
angulo 0° representa vermelho puro; o 90° o amarelo puro; o 180° o verde puro e 0
270° o azul puro. No caso das bebidas formuladas com extratos de antocianinas,
percebe-se que estes angulos foram pequenos (13,43 a 37,79) graus para as quatro
formulacGes. Com isso, observa-se que as bebidas desenvolvidas com extratos de
antocianinas possuiam tonalidade variando entre o vermelho e amarelo.

Os valores de c¢* variaram de 10,50 a 13,69, entre as formulacdes, tais valores
sdo desejaveis, pelo fato de ser a expressdo da cromaticidade das bebidas, ou seja,
representa a quantidade da cor vermelha presente nas amostras avaliadas. Observou-se
que o teor de proteinas ndo alterou os valores deste parametro.

Caldeira et al. (2010) avaliaram os pardmetros colorimétricos de 5 formulacoes
diferentes de uma bebida lactea sabor morango, variando as concentracdes de soro de
leite e iogurte adicionado. Encontraram valores de L* que variaram de 69,32 a 80,05,
quanto mais alta a concentracdo de soro de leite, maior o valor do parametro L*, ja os
valores de a* diminuiram com o aumento da concentracdo de soro, variaram de 14 a
10,57, os valores de b* aumentaram com o aumento da concentracdo de soro, 1,86 a
2,14. Os valores de a* foram muito semelhantes aos encontrados no presente estudo, no
entanto, foram influenciadas pela concentracdo de soro de leite adicionada as bebidas
lacteas, enquanto que neste estudo os valores ndo foram influenciados pelo teor de
proteinas de soro de leite.

Sari et al. (2012) verificaram os valores das coordenadas de cor L*, ¢* e h* em
modelos de bebidas formuladas com tampdo citrato, pH 3,0 e adicionadas de
antocianinas extraidas de jambol&o (Syzygium cumini), os valores de L* foi de 62,44, os
valores de c* de 24,89 e do angulo de tonalidade h* de 0,63. O valore de L* foi muito
proximo ao da formulacdo F4, entretanto, o valor da coordenada c* foi superior ao
encontrado no presente trabalho, evidenciando uma maior intensidade da coloragédo
vermelha para as bebidas adicionadas de antocianinas de jambol&o. Este fato pode ser
explicado pelas diferencas de formulagdes e pelo valor de pH das bebidas.

Para as bebidas adicionadas de luteina, houve efeito significativo (p<0,05) do
teor de proteinas sobre todas as coordenadas colorimétricas apresentadas na Tabela 9.
Foi possivel ajustar um modelo matematico para os valores de b*, ¢* 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 0s parametros da regressao
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para ambos os modelos ndo significativo (p>0,05), portanto os modelos ndo foram

considerados adequados para descrever estes parametros do sistema.

Os

adicionadas de luteina sdo apresentados na Tabela 9.

resultados das determinacBes colorimétricas das bebidas proteicas

Tabela 9 — Valores médios dos parametros colorimeétricos dos formulados proteicos

adicionados de luteina.

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*_angulo de tonalidade (graus) 70,69+0,52 74,95:0,58 77,87+0,14 78,21+0,11
c* — saturacdo de cor (chroma) 28,25£0,31 42,77£1,39 50,86+0,25 49,01+0,29

F5: formulagdo com 0,5% de proteina; F6: formulagdo com 2,0% de proteina; F7: formulacéo
com 4,0% de proteina; F8: formulacdo com 6,0% de proteina, todas as formulacdes adicionadas
de luteina. Os valores representam a média de 3 repeticdes + desvio padréo.

Os valores de luminosidade (L*) aumentaram com o aumento do teor de
proteinas, assim bebidas formuladas com teores de proteinas elevado apresentaram
colorag@o mais clara em relacéo a aquelas formuladas com concentragdes menores.

A influéncia do teor de proteinas sobre os valores de b*, c¢* e h* foi modelada
estatisticamente pelas equacdes representadas na Tabela 10. Os modelos foram testados
quanto a falta de ajuste para os modelos de primeiro e segundo grau e significancia dos
parametros da regressdo, apresentando a falta de ajuste para 0 modelo de segundo grau
ndo significativa (p>0,05) e parametros da regressao significativos (p<0,05) para 0s
valores de b*, c* e h*. O coeficiente de determinacdo foi superior a 99%, indicando que
as equacdes explicam a variacao dos valores das coordenadas colorimétricas em funcéo

do teor de proteinas.
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Tabela 10 — Modelagem estatistica do efeito do teor de proteinas sobre os parametros
b*, ¢* e h* dos formulados proteicos adicionados de luteina.
Determinacéo Modelo de Regresséao R

b* - amarelo vs azul Y =-1,4003.prt* + 12,9335.prt + 20,6940 0,9992
h* —&ngulo de tonalidade Y =-0,3522.prt* + 3,6466.prt + 68,9883 0,9996
c* — saturacdo de cor Y =-1,3927.prt* + 12,7767.prt + 22,3851 0,9989

prt = teor de proteinas

Verifica-se através das equagdes que os valores maximos dos parametros b*e c*
sdo encontrados com um teor de proteinas de 5,0%, acima desse teor de proteinas os
valores desses parametros decrescem. Deste modo, teores de proteina superiores a 5,0%,
contribuem para a diminuicdo da coloragdo amarela. Através da equagdo para o angulo
de tonalidade (h*), observa-se que ele atinge seu valor maximo na concentracdo de
proteina de 6,0%, acima deste valor, os valores decrescem, distanciando da coordenada
b*, indicando diminuicdo da coloracdo amarela.

Apesar dos pardmetros colorimétricos terem sofrido influéncia do teor de
proteinas, todas as bebidas avaliadas obtiveram valores elevados para as coordenadas b*
e c¢*, indicando possuir cor amarela brilhante e saturada, mesmo ap0s as etapas de

processamento a luteina adicionada manteve-se predominante.
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3.3 Caracteristicas Bioativas

Os teores de antocianinas totais, fenolicos totais e atividade antioxidante das

formulacGes adicionadas e extrato de antocianinas séo apresentados na Tabela 11.

Tabela 11 — Valores médios dos teores de antocianinas totais, fenolicos totais e
atividade antioxidante das formulacdes adicionadas de extrato de antocianinas.

— Formulagtes
Determinag0es ¢

F1 F2 F3 F4
Antocianinas totais 153+0,32 1,59+0,70 1,77+0,36  1,37+0,09
(mg-100 g
Fendlicos Totais 32,57+0,98 55,31+3,19 74,02+253 83,61+6,15

(mg AGE-100g™)
Atividade Antioxidante 1,24+0,15 1,43+0,21 1,78+0,17 1,54+0,10
(umol-L* Trolox-g™)

F1: formulagdo com 0,5% de proteina; F2: formulagdo com 2,0% de proteina; F3: formulacéo
com 4,0% de proteina; F4: formulagdo com 6,0% de proteina, todas as formulagdes adicionadas
de extrato de antocianinas. Os valores representam a média de 3 repeti¢des * desvio padrao.

Os teores de antocianinas totais ndo variaram significativamente (p>0,05) com o
aumento do teor de proteinas das formulagdes, enquanto que para os teores de fenolicos
e para a atividade antioxidante houve variacao significativa (p<0,05) com o aumento do
teor de proteinas das formulacGes. Os teores de antocianinas variaram entre 1,37 a
1,77 mg por cada 100g de bebida, verificou-se que houve a recuperacao de cerca de 70 a
88% da quantidade de antocianinas adicionadas.

A influéncia do teor de proteinas sobre os teores de fenolicos totais e atividade
antioxidante foi modelada estatisticamente pelas equagdes representadas na Tabela 12.

Os modelos foram testados quanto a falta de ajuste e significancia dos
parametros da regressdo, apresentando a falta de ajuste para 0 modelo de segundo grau
ndo significativa (p>0,05) e parametros da regressao significativos (p<0,05) para 0s
teores de fenolicos totais e atividade antioxidante. O coeficiente de determinacéo foi

superior a 99% para fendlicos totais e superior a 88% para a atividade antioxidante.
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Tabela 12 — Modelagem estatistica do efeito do teor de proteinas sobre os teores de
fenolicos totais e atividade antioxidante das formulacbes adicionadas de extrato de
antocianinas.

Determinacéo Modelo de Regresséao R

Fendlicos Totais Y =-1,3528.prt* +18,0000.prt + 24,1526 0,9996

Atividade Antioxidante Y =-0,0381.prt*+ 0,3157.prt + 1,0526 0,8859

prt=teor de proteinas

Os valores de atividade antioxidante atinge seu valor maximo na formulacao
com 4,0% de proteina. A variacdo significativa nos valores de atividade antioxidante foi
atribuida as deficiéncias durante a etapa de extracdo das antocianinas dos formulados,
uma vez que foi adicionada uma mesma concentragcdo do extrato, pode ter ocorrido
perdas dos compostos antioxidantes durante as etapas de extracdo, contribuindo para
tais variacoes.

Os teores de fendlicos totais das bebidas foram influenciados positivamente pelo
teor de proteinas, ou seja, com 0 aumento de teor de proteinas, houve o aumento do teor
de fenolicos. As proteinas de soro de leite sdo ricas em aminoacidos essenciais como
cisteina, tirosina, triptofano e lisina, que atuam como interferentes nas analises de
fendlicos totais. A metodologia espectrofotométrica de Folin-Ciocalteau é a mais
utilizada para a determinacdo de compostos fendlicos totais, o principio da técnica
baseia-se na reducdo do acido fosfomolibdico-fosfotingstico pelas hidroxilas fendlicas,
produzindo um complexo de coloracdo azul em meio alcalino. No entanto, esta reacao
quantifica todos os fendlicos em solucdo, as substancias redutoras presentes
naturalmente nos alimentos ou aquelas que foram intencionalmente adicionadas, tais
substancias interferem diretamente no resultado (ANGELO e JORGE, 2007).

Ribeiro (2012) avaliou a interferéncia de substancias redutoras; acido ascorbico,
acucares e alguns aminoacidos na andlise de fendlicos totais nos frutos de camu-camu
pelo método de Folin-Ciocalteu. Foi verificado que aminoacidos cisteina, triptofano e
tirosina sdo passiveis de serem detectados por esta técnica, demonstrando uma resposta
muito alta, que variou de 21, 56 mg-AGE-L™" para cisteina, 99,97 mg-AGE-L™ para
triptofano e 107,84 mg-AGE.L™ para tirosina. Tal fato é decorrido, principalmente,
devido a presenca de substancias aromaticas nas estruturas dos aminoacidos (tirosina e
triptofano). Apos realizar a purificacdo do extrato, verificou-se que a presenca de acido

ascorbico, aminoacidos e agucares, superestimaram os resultados na proporcéo de 17 a
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21%, nos frutos analisados. O &cido ascérbico foi 0 composto que causou interferéncia
majoritaria nos resultados, por estar presente em maior propor¢do no fruto do que os
demais interferentes, tal fato é justificado pelos altos teores de &cido ascorbico presente
no fruto de camu-camu, acima de 1000 mg-g™.

Observou-se que a interferéncia nos valores de fenolicos totais neste estudo, foi
devido aos aminoécidos presentes nas proteinas do soro. Com base no teor de fendlicos
totais presente no extrato de cascas de jabuticaba e no volume do extrato adicionado nas
bebidas estimou-se tal interferéncia. Nas formula¢6es com 0,5% de proteina, estima-se
que o resultado foi superestimado em 17%, para as formula¢6es com 2,0% de proteina
estima-se que o resultado foi superestimado em 50%, para as demais formulagdes acima
de 50%.

Em alimentos em que ndo se conhece a concentracdo de fendlicos presentes, é
preciso realizar a purificacdo do analito, para que tenha um resultado preciso da analise.
No presente estudo, era conhecida a concentracdo de fendlicos que foi adicionada as
bebidas, por meio da analise prévia do extrato, por este motivo ndo foi necesséria a
etapa de purificacdo do extrato.

Os teores de carotenoides totais e atividade antioxidante das bebidas adicionadas

de luteina sdo apresentados na Tabela 13.

Tabela 13 — Valores médios dos teores de carotenoides totais e atividade antioxidante
das formulac6es adicionadas de luteina.

o FormulagGes
Determinacdes

F5 F6 F7 F8
Carotenoides Totais (mg-100g™!) 246%0,09 2,68+0,14 2,57+0,08 2,53+0,20
Atividade Antioxidante 0,10+0,002 0,09+0,01 0,11+0,01 0,10+0,01

(umol-L™* Trolox-g™)

F5: formulagdo com 0,5% de proteina; F6: formulagdo com 2,0% de proteina; F7: formulacéo
com 4,0% de proteina; F8: formulacdo com 6,0% de proteina, todas as formulagdes adicionadas
de luteina. Os valores representam a média de 3 repeticdes + desvio padrdo. O teor de
carotenoides totais foi expresso em mg de luteina por 100g de bebida.

Os teores de carotenoides totais e atividade antioxidante ndo variaram
significativamente (p>0,05) com o aumento do teor de proteinas das formulagcfes. Da
concentracdo de luteina adicionada as bebidas, houve uma recuperacgéo de cerca de 75%

a 83% da luteina adicionada, pelo método de extragéo utilizado.
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Foram adicionadas as formulagdes 3,2 mg de luteina por cada 100g da bebida,
este valor foi definido com base a dados da literatura que determinam que uma
concentracdo de 20 mg de luteina por dia é considerado seguro. A auséncia de quaisquer
efeitos adversos evidentes a partir de dados publicados disponiveis para ensaios clinicos
em humanos e animais apresenta a luteina como um ingrediente com elevado grau de
confianca para utilizacdo nos alimentos, mas recomenda-se que ndo extrapole o valor
determinado como seguro (SHAO e HATHCOCK, 2006).

Verifica-se que as bebidas proteicas desenvolvidas apresentam um teor de
luteina consideravel, quando comparados com alimentos dos quais a luteina esta
presente naturalmente. Nachtigall et al. (2007) avaliaram o teor de luteina em algumas
hortalicas comumente consumidas no estado de Minas Gerais, entre elas acelga, agriéo,
almeirdo, azedinho, mostarda, rdcula e alguns vegetais ndo convencionais, lobrobd,
serralha e taioba. Em termos de luteina, a rdcula destacou-se como a fonte mais
promissora (5,12 mg-100 g*), o lobrobd apresentou teores que variou de (4,76
mg-100g* a 3,50 mg-100 g?), extraidos por meio de etanol e tetraidrofurano,
respectivamente. A proporcao de luteina em relacéo ao total de carotenoides foi elevada
nas hortalicas amargas, como, almeirdo, azedinho e rucula.

O estudo realizado por Aryana et al. (2006) também avaliou teores de luteina
adicionados a produtos lacteos, no entanto, a quantificacdo foi por cromatografia
liquida de alta eficiéncia. Foram adicionados teores de luteina (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 recuperacdo dos teores de luteina adicionados
pelo método de extracdo e quantificacdo utilizada, o pequeno decréscimo nestes teores
ao final do estudo foi devido ao periodo de armazenamento.

A atividade antioxidante das bebidas adicionadas de luteina foi inferior a
atividade antioxidante das bebidas adicionadas de antocianinas conforme apresentado
pela Tabela 11. As diferencas das estruturas quimicas dos carotenoides e dos fenolicos
levam a uma capacidade antioxidante diferente entre estes compostos. O numero de
duplas ligagOes conjugadas afeta a coloragdo e a capacidade antioxidante dos
carotenoides. Porém, a atividade antioxidante é afetada pela dupla conjugada do anel, a
acao sequestrante de radicais é proporcional ao nimero de duplas ligacdes conjugadas,
presentes nas moléculas dos carotenoides (STRINGHETA et al., 2007).
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As amostras de luteina extraidas foram solubilizadas em etanol absoluto e
submetidas a uma anéalise de varredura por espectrofotometria no UV-VIS entre 350 e
550 nm, onde se obteve como comprimento de onda de méaxima absor¢do o valor de
445 nm.

O espectro de absorcao da luteina extraida dos formulados proteicos adicionados

de luteina sdo apresentados na Figura 7.
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Figura 7 — Espectro de absorcdo da luteina extraida dos formulados, obtido no
espectrofotbmetro Shimadzu UV-Visivel 1601PC.

Verificou-se que os espectros de absorcdo apresentados na Figura 7, sdo
caracteristicos da luteina, a absorbancia apresentada por cada formulagdo no
comprimento de onda de méxima absorcdo esta diretamente relacionada com o teor de
luteina presente em cada bebida, F6 foi a que apresentou maior valor de absorbancia,
assim apresentou maior concentracdo de luteina, quanto comparado com as demais
formulacBes. F5 e F8 mostraram seus espectros de absor¢do quase que sobrepostos,

indicando que os teores de luteina de cada uma delas foram muito préximos.
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3.4 Anadlises Microbioldgicas

As analises microbiologicas foram realizadas com o intuito de verificar a
eficiéncia do tratamento térmico assim como a ocorréncia de alguma contaminagdo pos-
processamento que colocasse em risco a seguranca do consumidor. A qualidade
microbiologica das bebidas foi avaliada para verificar a presenca de micro-organismos
resultantes da contaminagdo pela matéria-prima, embalagem, ambiente de
processamento e manipuladores.

Na Tabela 14 sdo apresentados os resultados das analises microbiolégicas

realizadas nas diferentes formulagdes de bebidas adicionadas de extrato de antocianinas.

Tabela 14 - Analise microbiolégica das bebidas formuladas com extrato de
antocianinas

L FormulagOes
Contagem (UFC-mL™)

F1 F2 F3 F4

Mesofilos aerébios <10 1,0x10" 20x10" 1,1x10°
Coliformes <10 <10 <10 <10
Escherichia coli <10 <10 <10 <10
Staphylococcus aureus <10 <10 <10 <10

F1: formulacdo com 0,5% de proteina; F2: formulagdo com 2,0% de proteina; F3: formulacao
com 4,0% de proteina; F4: formulacdo com 6,0% de proteina, todas as formulagdes adicionadas
de extrato de antocianinas. Os valores representam a média de 3 repeticGes.

As formulacbes F1, F2, F3 e F4 apresentaram contagem inferior a
1 UFC-mL™ para os micro-organismos Escherichia coli, coliformes e Staphylococcus
aureus. Para mesofilos aerdbios e anaerdbios facultativos a formulagcdo F1 também
apresentou contagem inferior a 1 UFC-mL™, enquanto para as formulacdes F2, F3 e F4
foram encontradas contagens de 1,0 x 10% 2,0 x 10' e 1,1 x 10> UFC-mL™,
respectivamente. Ndo h& uma legislacdo especifica para bebidas proteicas, que
determina seus padrdes microbioldgicos, no entanto ao observarmos a legislacdo de
bebida lactea, verifica-se que a Unica diferenca que ha entre a bebida estudada e a
bebida lactea € a adicdo de leite.

Entende-se por bebida lactea o produto lacteo resultante da mistura do leite (in
natura, pasteurizado, esterilizado, UHT, reconstituido, concentrado, em pd, integral,
semidesnatado ou parcialmente desnatado e desnatado) e soro de leite (liquido,
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concentrado e em po) adicionado ou ndo de outros produtos alimenticios (BRASIL,
2005). Os valores das contagens de mesofilos aerdbios e coliformes encontrados nas
bebidas proteicas adicionadas de extrato de antocianinas foram inferiores aos padroes
microbiologicos estabelecidos para a bebida lactea pasteurizada.

Observou-se que a formulacdo F1 foi a que apresentou menor contagem quando
comparada as demais. Este resultado obtido foi devido a qualidade da matéria-prima
utilizada; apesar de todas as formulagOes terem sido tratadas termicamente, a
formulacdo F1 foi produzida utilizando permeado de soro de leite obtido pela operacédo
de separacdo de microfiltracdo, que elimina todos os micro-organismos alteradores,
dentro do limite de deteccdo da técnica. Isto mostra a importancia do controle da
qualidade da matéria-prima para obtencdo de um produto final com as caracteristicas
desejadas. Outra justificativa € que a membrana de microfiltracdo € estéril, o que nédo
ocorre com a membrana de ultrafiltracdo, sendo considerada também uma fonte de
contaminacdo do retentado, utilizado nas formula¢Ges com 2,0% de proteina.

Uma provavel fonte de contaminacdo das formulagbes € o ambiente de
processamento. A média das contagens de meséfilos aerdbios e anaerdbios facultativos
encontrados durante o envase das bebidas adicionadas de antocianinas e das adicionadas
de luteina foi de 1,1 x 10° UFC.cm?semana® e 1,8x10° UFC.cm?semana™,
respectivamente. Os valores recomendados para a contaminacdo em ambientes de
processamento de alimentos é que n3o seja superior a 30 UFC-cm™?.semana™ (APHA,
1992, citado por ANDRADE, 2008). Os valores encontrados estdo acima do
recomendado confirmado que o ambiente de processamento contribui para a
contaminacéo das bebidas.

As contagens de mesdéfilos aerdbios e anaerdbios facultativos encontrados nas
formulacBes F2, F3 e F4 podem ser justificadas pela ocorréncia de contaminagao
durante o processamento, por falhas durante a manipulacdo do produto, ambiente de

processamento e higienizacao dos utensilios utilizados.
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Os resultados das andlises microbiologicas das bebidas proteicas adicionadas de

luteina séo apresentados na Tabela 15.

Tabela 15 - Analise microbioldgica das bebidas formuladas com luteina
Formulagdes

Contagem (UFC-mL™)

F5 F6 F7 F8

Mesofilos aerdbios 1,4x10° 1,9x10° 3,0x10° 3,6x10°
Coliformes <10 <10 <10 <10
Escherichia coli <10 <10 <10 <10
Staphylococcus aureus <10 <10 <10 <10

F5: formulagdo com 0,5% de proteina; F6: formulagdo com 2,0% de proteina; F7: formulacao
com 4,0% de proteina; F8: formulagdo com 6,0% de proteina, todas as formulagdes adicionadas
de luteina. Os valores representam a média de 3 repetigdes.

As bebidas proteicas adicionadas de luteina apresentaram contagem inferior a
1 UFC-mL™ para os micro-organismos Escherichia coli, coliformes e Staphylococcus
aureus. Para a enumeracdo de mesofilos aerdbios e anaerdbios facultativos as
formulacbes F5, F6, F7 e F8 apresentaram contagens que variaram de 1,4 X 10° 2 3,6 x
10> UFC-mL™,

A formulagdo que obteve as menores contagens foi a F5, formulada com
permeado de soro de leite, obtido por microfiltracdo. As contagens de mesofilos
aerobios e anaerobios facultativos assim como as encontradas nas bebidas adicionadas
de antocianinas, podem ser justificadas por alguma falha ocorrida durante o
processamento e manipulacdo do produto. Caldeira et al. (2010) avaliaram a qualidade
microbiologica de bebidas lacteas sabor morango pasteurizada, e encontraram valores
de mesofilos aerdbios que variaram de 1,1 x 10%a 8,9 x 10° UFC-mL™. Estes valores
foram superiores aos encontrados no presente trabalho.

Zubiolo et al. (2012) avaliaram a presenga de mesofilos aerdbios em duas
formulacBes de bebidas lacteas pasteurizadas produzidas com soro de leite e soro de
leite em pd, encontrando contagens de 1,0 x 10%e 1,5 x 10 UFC-mL™, respectivamente.
Os resultados apresentados em ambos os estudos foram inferiores aos estabelecidos pelo
Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Bebida Lactea para bebida lactea
pasteurizada, que permite 0 maximo de duas amostras, em cinco analisadas, contendo
contagens entre 7,5x10* UFC-mL™" e 1,5x10° UFC-mL*de meséfilos aerdbios.
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Deste modo, os resultados indicaram que o preparo das bebidas foi realizado
atendendo as Boas Praticas de Fabricacdo (BPF), possibilitando a obtencdo de um
produto microbiologicamente seguro.

3.5 Viscosidade

Os resultados mostraram que as formulagdes contendo 4% de proteinas (F3 e
F7) apresentaram viscosidade de 21,37 e 26,02 mPa.s, respectivamente, enquanto para
as formulacbes contendo 6% de proteinas (F4 e F8), os valores de viscosidade foram de
61,83 e 54,04 mPa.s, respectivamente. Para as demais formulacfes os resultados de
viscosidade foram expressos como menor que 20 mPa.s, devido ao sensor utilizado
possuir um limite de deteccdo acima deste valor. A partir dos resultados, pode-se inferir
que a concentracdo de proteinas alterou a viscosidade das bebidas.

O aumento da viscosidade relacionado com o aumento do teor de proteinas
ocorre devido as propriedades de agregacdo e capacidade de retencdo de agua das
proteinas 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 °C/30minutos). Parte das
proteinas do soro desnaturam e ligam-se a outras moléculas por interacdes hidrofobicas
e pontes dissulfidricas, formando redes que aumentam a resisténcia ao escoamento do
fluido.

O tratamento térmico induz uma mudanca conformacional que resulta na
exposicdo dos grupamentos tiol que pode formar ligacdes dissulfeto com outras
proteinas contendo cisteina, como a p-lactoglobulina. A formacao de ligagc6es dissulfeto
intermoleculares é essencial para a formacéo de géis de proteinas do soro e de estrutura
de espuma estavel, 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 alimenticios. Durante o0 processamento de iogurtes
é desejavel que haja a desnaturacédo proteica, por facilitar a formacéo do gel (LUCEY e
SINGH, 1998). Por outro lado, o aumento da viscosidade geralmente ndo € apreciado
em bebidas por interferir na fluidez do produto final.
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3.6 Aceitabilidade Sensorial

3.6.1 Impressdo Global

Dos 112 consumidores que participaram da analise sensorial para impressdo
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-padrdo de 10,51 anos.
Observou-se a predominancia de consumidores jovens e adultos, correspondendo a 73%
dos consumidores. Devido ao teste sensorial ter sido realizado em um laboratorio
localizado em uma universidade, a maioria dos participantes foram estudantes de
graduacdo, pds-graduacdo e funcionéarios da instituicdo, justificando a predominancia
desses julgadores.

Os resultados da avaliacdo da impressdo global das bebidas proteicas

adicionadas de extrato de antocianinas sdo apresentados na Tabela 16.

Tabela 16 — Médias dos julgamentos para impressao global das bebidas proteicas
adicionadas de extrato de antocianinas.

Formulagtes Médias dos Julgamentos
F3 6,332
F1 6,162
F2 6,00°
F4 5,63

F1: 0,5% de proteina; F2: 2,0% de proteina; F3: 4,0% de proteina, F4: 6,0% de proteina, todas
as formulagdes adicionadas de extrato de antocianinas. Médias seguidas pela mesma letra, na
coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia (p>0,05).

As formulagdes das bebidas proteicas adicionadas de antocianinas F1, F2 e F3
ndo diferiram significativamente (p>0,05) entre si pelo teste de Tukey, em relacdo a
impressdo global, no entanto diferiram significativamente (p<0,05) da formulacdo FA4.
As notas das formulacbes F1, F2 e F3 ficaram na escala heddnica (entre 6 e 7, ou seja,
“gostei ligeiramente” a “gostei moderadamente”), enquanto a nota da formulagéo F4 na
escala hedonica ficou (entre 5 e 6, ou seja, “indiferente” a “gostei ligeiramente™). OS
julgadores ndo perceberam diferencas significativas entre as bebidas F1, F2 e F3, sendo
consideradas estatisticamente iguais.

Os resultados dos testes de aceitacdo sensorial podem ser geralmente avaliados

estatisticamente por analise de variancia (ANOVA) e testes de comparacGes de médias,
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no entanto, sdo desconsideradas as individualidades dos julgadores, uma vez que sdo
calculadas as médias dos julgamentos por cada amostra avaliada. O mapa de preferéncia
€ uma técnica que permite a comparacdo das preferéncias e aceitacdes e as relaciona
com as caracteristicas de qualidade do produto, considerando as individualidades de
cada julgador, por meio da utilizacdo de procedimentos estatisticos multivariados, assim
obtém a representacdo grafica das diferencas de aceitacdo, entre as diversas amostras
avaliadas (MINIM, 2010).

Com os dados obtidos no teste de aceitacdo para as quatro formulagdes de
bebidas proteicas adicionadas de extrato de antocianinas foi realizada a analise do Mapa
de Preferéncia interno.

Na Figura 8, o primeiro componente principal explica 56,27% da variacdo de
aceitacdo entre as amostras das bebidas proteicas e o0 segundo, 22,49%. Os dois
primeiros componentes explicam 78,76% da variancia entre as amostras quanto a sua
aceitacdo, sendo considerados suficientes para discriminar as amostras quanto a
impresséo global.

No mapa de preferéncia, os consumidores estdo representados por pontos onde
cada abscissa e ordenada de um ponto é, respectivamente, a correlacdo linear entre o
consumidor e os componentes principais. A correlacdo dos consumidores com pelo
menos um dos componentes indica diferenca na aceitacdo das formulagdes. Desta
forma, os consumidores localizados na regido central dos graficos ndo correlacionam
com nenhum dos componentes, ndo sendo capaz perceber as diferencas entre as

formulacdes.
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F1: 0,5% de proteina; F2: 2,0% de proteina; F3: 4,0% de proteina, F4: 6,0% de proteina, todas
as formulacdes adicionadas de extrato de antocianinas.

Figura 8 - Mapa de preferéncia interno em relacdo a impressao global para as bebidas
proteicas adicionadas de extrato de antocianinas.
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Na Figura 8, o primeiro grafico representa a dispersdo das amostras em relacéo
aos dois componentes principais, e o segundo grafico representa a correlacdo entre os
dados de aceitacdo dos consumidores e os dois componentes principais. Cada ponto
representa a avaliacdo sensorial de um consumidor.

A dispersdo das amostras na representacdo grafica indica a formacdo de quatro
grupos. O primeiro grupo constituido 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 aceitacdo da bebida F4. Houve
uma distribuicdo homogénea dos consumidores em relacdo aos componentes principais,
para as bebidas F1, F2 e F3, indicando que elas foram igualmente aceitas.

Tanto os dados analisados por analise de variancia (ANOVA) quanto por analise
multivariada (anédlise de componentes principais) levou a mesma conclusdo dos
resultados, que tanto bebidas formuladas com baixa concentracdo de proteinas (0,5% e
2%), como as formuladas com uma maior concentracdo proteinas (4%) foram bem
aceitas pelos consumidores. Entretanto, a bebida F4 foi a que obteve menor aceitacao, a
alta concentracdo de proteina levou a uma maior viscosidade em relacdo as demais
formulacGes, que ndo foi apreciada pelos consumidores. Além disso, a alta concentragéo
de proteinas interferiu na cor do formulado, atributo este decisivo para determinar a
aceitacdo de um produto pelos consumidores.

A avaliacdo da impresséo global das bebidas proteicas adicionadas de luteina 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-padrdo de 10,19 anos. Houve predominéncia de participantes jovens e
adultos, correspondendo 80,7% dos consumidores.

Os resultados da avaliacdo da impressdo global das bebidas proteicas

adicionadas de luteina sdo apresentados na Tabela 17.
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Tabela 17 — Medias dos julgamentos para impressao global das bebidas proteicas
adicionadas de luteina.

FormulagGes Meédias dos Julgamentos
F6 7,118
F8 6,40
F5 6,33
F7 6,27

F5: 0,5% de proteina; F6: 2,0% de proteina; F7: 4,0% de proteina, F8: 6,0% de proteina, todas
as formulacdes adicionadas de luteina. Médias seguidas por uma mesma letra, na coluna, ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia (p>0,05).

A bebida proteica F6 foi a que obteve a maior aceitacdo dos consumidores em
relacdo a impressao global, deferindo significativamente (p<0,05) das bebidas proteicas
F5, F7 e F8 que, por sua vez, nao diferiram significativamente (p>0,05) entre si. As
notas das formulacdes F5, F7 e F8 variaram na escala hedbdnica entre 6 e 7
correspondendo a “gostei ligeiramente” e “gostei moderadamente”. A nota da
formulacdo F6 na escala hedonica ficou entre 7 e 8, ou seja, “gostei moderadamente” ¢
“gostei muito”.

Com os dados obtidos no teste de aceitacdo para as quatro formulacdes de
bebidas proteicas adicionadas de luteina foi realizada a anélise do Mapa de Preferéncia
Interno.

Na Figura 9, o primeiro componente explica 54,32% da variacdo de aceitacéo
entre as amostras das bebidas proteicas e o segundo, 26,14%. Os dois primeiros
componentes explicam 80,46% da variancia entre as amostras quanto a sua aceitagao,
sendo considerados suficientes para discriminar as amostras quanto a impresséo global.

A dispersdo das amostras na representacdo gréfica indica a formagdo de trés
grupos. O primeiro grupo constituido 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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B: Correlacgdo entre a aceita¢do de cada consumidor e os dois componentes principais.

F5: 0,5% de proteina; F6: 2,0% de proteina; F7: 4,0% de proteina, F8: 6,0% de proteina, todas
as formulac@es adicionadas de luteina.

Figura 9 - Mapa de preferéncia interno em relagdo a impresséo global para as bebidas
proteicas adicionadas de luteina.

A maioria dos consumidores correlacionaram positivamente com 0 primeiro e
segundo componente principal, tendendo a aceitacdo da formulacdo F6. Um pequeno

grupo de consumidores correlacionaram negativamente com o primeiro e segundo
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componente principal, tenderam a aceitacdo das bebidas F5 e F7, um comportamento
semelhante observou-se para a formulagéo F8.

Os resultados obtidos pela anélise de varidncia e por meio da analise
multivariada (mapa de preferéncia) levaram a conclusdes semelhantes, em que a
formulacdo com maior aceitacdo foi a F6 e as formulacbes F5, F7 e F8 foram
igualmente aceitas.

Felberg et al. (2010) encontraram resultados parecidos ao avaliarem a aceitacéo
sensorial de bebidas de soja sabor café por meio do mapa de preferéncia interno e
analise de variancia. As diferentes formulaces foram obtidas variando a concentragédo
do extrato hidrossoluvel de soja e do café solGvel. Os resultados apresentados pela
analise de variancia e pelo mapa de preferéncia levaram a conclusGes muito
semelhantes, indicando boa correlacdo entre os dois tipos de analises dos dados. Além
disso, o mapa de preferéncia possibilitou distinguir trés grupos de consumidores
distintos, indicando que a aceitagdo de cada um dos grupos variou com a forma em que
a bebida foi apresentada (quente ou fria) e habito de consumo deste produto pelos
avaliadores.

Avaliando o mapa de preferéncia observou-se que a formulacdo F8 ficou entre
as amostras que apresentou menor aceitacdo sensorial, isto pode ser atribuido a maior
viscosidade apresentada por este produto, devido a alta concentracao de proteinas.

As bebidas proteicas adicionadas de antocianinas com maior aceitacdo foram F1,
F2 e F3, enquanto que das adicionadas de luteina a formulacdo F6 foi a mais aceita.
Observou-se diferencas entre a aceitabilidade sensorial das bebidas adicionadas de
antocianinas e de luteina. Estas diferencgas foram atribuidas ao tipo de corante utilizado:
0 extrato de antocianinas foi adicionado puro, enquanto que a luteina foi adicionada em
forma de p6 contendo carreador (amido modificado, amido de milho e xarope de
glicose). Este pode ter contribuido para o aumento da viscosidade das bebidas,
interferindo na aceitabilidade sensorial das formulagdes contendo maior teor de

proteinas.
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3.6.2 Cor

A aceitacdo sensorial do atributo cor foi determinada pelo mesmo grupo de
consumidores que avaliaram a impressdo global das formulagdes. 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
luteina.

Os resultados da avaliacdo da cor das bebidas proteicas adicionadas de

antocianinas sdo apresentados na Tabela 18.

Tabela 18 - Médias dos julgamentos para o atributo cor das bebidas proteicas
adicionadas de extrato de antocianinas.

FormulagGes Meédias dos Julgamentos
F3 6,322
F2 6,202
F1 5,83
F4 5,72

F1: 0,5% de proteina; F2: 2,0% de proteina; F3: 4,0% de proteina, F4: 6,0% de proteina, todas
as formulagdes adicionadas de extrato de antocianinas. Médias seguidas pela mesma letra, na
coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia (p>0,05).

As médias das formulagbes F2 e F3 ndo diferiram significativamente
(p>0,05) entre si quanto ao atributo cor, o que também foi observado para as
formulacbes F1 e F4. Entretanto, as bebidas F2 e F3 diferiam significativamente
(p<0,05) das outras duas.

Observa-se que as formulagdes 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 heddnica entre 6 ¢ 7, ou seja, “gostei ligeiramente”
a “gostei moderadamente”, enquanto para as formulacBes 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 concentragdo de proteinas F1 e F4,
respectivamente, foram as que apresentaram menor aceitacdo pelos consumidores em
relacdo ao atributo cor. A uma mesma concentracdo de extrato de antocianinas, a alta
concentracdo de proteina tornou a cor vermelha mais diluida e clara, devido ao aumento

de luminosidade; enquanto para a menor concentragdo, a coloracdo vermelha foi mais
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intensa, devido a menor luminosidade. Tais extremos ndo foram aceitos pelos
consumidores.

Na Figura 10, o primeiro componente explica 59,77% da variagdo de aceitagéo
entre as amostras das bebidas proteicas e o segundo, 30,49%. Os dois primeiros
componentes explicam 90,26% da variancia entre as amostras, sendo considerados

suficientes para discriminar as amostras quanto ao atributo cor.
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Figura 10 - Mapa de preferéncia interno
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proteicas adicionadas de extrato de antocianinas.
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A representacdo grafica da dispersdo das amostras indica a formacdo de quatro
grupos. O primeiro grupo constituido 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 aceitagéo
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 aceitagdo das bebidas F1 e F4, e alguns consumidores situaram-se
no centro do grafico ndo correlacionando com nenhum dos componentes.

N&o houve nenhuma tendéncia apresentada pelos consumidores, nenhuma das
amostras foi influenciada diretamente pela opinido de um grupo de consumidores,
indicando que o atributo cor das bebidas adicionadas de extrato de antocianinas foi
avaliado de forma semelhante entre as formulagdes.

Os resultados da avaliacdo da cor das bebidas proteicas adicionadas de luteina

sdo apresentados na Tabela 19.

Tabela 19 - Médias dos julgamentos para o atributo cor das bebidas proteicas
adicionadas de luteina.

FormulagOes Médias dos Julgamentos
F6 7,392
F7 7,16°
F5 6,52"°
F8 6,85°

F5: 0,5% de proteina; F6: 2,0% de proteina; F7: 4,0% de proteina, F8: 6,0% de proteina, todas
as formulagcbes adicionadas de luteina. Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia (p>0,05).

N&o houve diferenca significativa (p>0,05) entre os seguintes pares de
formulagGes: F6 e F7, F7 e F5, F5 e F8. No entanto as formulacGes F6 e F8 diferiram
significativamente (p<0,05) entre si quanto ao atributo cor. O mesmo observou-se entre
as formulacgdes F6 e F5 e entre as formulacdes F7 e F8.

Com base nos resultados apresentados na Tabela 19, as formulacbes F6 e F7
foram as que obtiveram maior média de julgamentos, quanto a cor. Suas médias

situaram na escala hedonica entre 7 e 8, ou seja, “gostei moderadamente” a “gostei
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muito”, enquanto para as formulacdes F5 e F8 as médias dos julgamentos na escala
hedonica situaram entre 6 ¢ 7, ou seja, “gostei ligeiramente™ a “gostei moderadamente”,
sendo portanto as menores médias.

A formulacdo das bebidas adicionadas de luteina que obteve menor aceitagédo
quanto a cor foi a desenvolvida com maior concentracdo de proteina. Este resultado
mostra que para formular uma bebida proteica com alta concentracdo de proteina é
preciso também aumentar a concentracdo dos corantes adicionados. Assim € possivel
diminuir a luminosidade e aumentar a intensidade da cor contribuindo para melhor
aceitacdo dos consumidores.

As formulagdes que obtiveram maiores medias de aceitagdo em relacéo a cor
foram aquelas adicionadas de luteina. As formulacfes adicionadas de extrato de
antocianinas obtiveram as menores notas, tal fato pode ser explicado pela maior
intensidade da coloracdo 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 n&o foi tdo intensa.
As antocianinas sdo comercialmente usadas em solucgdes acidas como em refrigerantes,
pH entre 2,5 e 3,8, em que apresentam cor vermelha. Para aplicacdo 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 variacdo de aceitacéo
entre as amostras das bebidas proteicas e o segundo, 26,66%. Os dois primeiros
componentes explicam 81,02% da variancia entre as amostras quanto a sua aceitacao,
sendo considerados suficientes para discriminar as amostras quanto ao atributo cor.

A representacdo grafica da dispersdo das amostras indica a formacdo de trés
grupos. O primeiro grupo constituido 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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Figura 11 - Mapa de preferéncia interno em relagdo ao atributo cor para as bebidas
proteicas adicionadas de luteina.
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Como se pode observar a separacdo espacial das formulacbes para a cor foi
muito semelhante quando comparado a impressdo global, ou seja, 0s grupos sugeridos
pela analise dos dados da impressdo global sdo semelhantes aos sugeridos para os dados
de cor, diferindo apenas a disposi¢cdo de 2 formulagdes, os consumidores se encontram
localizados nos mesmos quadrantes. Isto mostra que a cor é tdo importante para o
consumidor discriminar uma amostra, quanto ao sabor e aroma do produto.

Os gréficos representados na Figura 11 mostram uma dispersdo 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 disperséo das amostras verifica-se que a formulagéo que obteve
maior aceitacdo sensorial quanto ao atributo cor foi a F6 e a que obteve a menor
aceitacdo foi a F5.

Com base nos resultados de aceitabilidade sensorial das bebidas proteicas
adicionadas de compostos bioativos foram escolhidas duas formulacfes mais aceitas
pelos consumidores quanto a impressdo global e cor para que fossem submetidas ao
estudo de estabilidade. Diante dos resultados apresentados, a formulagdo F6 (com 2,0%
de proteina) foi escolhida como a mais aceita quanto a impressao global, e estar entre as
mais aceitas quanto a cor, representando, portanto o grupo das formulagdes adicionadas
de luteina. A formulacdo F3 (com 4,0% de proteina) foi escolhida para o estudo de
estabilidade, uma vez que estava dentre o grupo das mais aceitas, quanto a cor e
impressdo global, das bebidas adicionadas de extrato de antocianinas, além disso, possui
a maior concentracdo de proteinas dentre as formulacdes mais aceitas, justificando a

importancia da realizacdo do estudo de estabilidade deste formulado.
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3.7 Estudo de Estabilidade

Corantes naturais sdo muito instaveis a uma série de condi¢Ges extremas na qual
sdo submetidos, no entanto muitas indudstrias alegam que o uso do corante natural €
inviavel devido a sua instabilidade durante o periodo de armazenamento. Com base
nestas alegacOes muitas pesquisas vém sendo realizadas neste ambito, a fim de provar
que dependendo das condicbes de armazenamento no qual o corante é submetido ele se
mantém estavel durante este periodo.

Aryana et al. (2006) realizaram o estudo de estabilidade de iogurtes de morango
adicionadas de pequenas concentracGes de luteina ao longo de 35 dias. O teor de
luteina, a viscosidade, a cor e o pH foram avaliados, sendo os iogurtes armazenados a
temperatura de 5°C. Constatou-se a reducdo dos teores de luteina em todas as
formulacGes durante o periodo de armazenamento.

Rosso e Mercadante (2007) realizaram a avaliagcdo da estabilidade de bebidas
isotdnicas e solucdes tampdo adicionadas de antocianinas extraidas de acai e acerola,
submetidas a presenca de luz. A presenca da luz contribuiu significativamente para a
degradacdo das antocianinas de ambas as fontes nos dois sistemas estudados. A
composicdo das bebidas e a fontes das quais foram obtidas os extratos também
contribuiram para a estabilidade das antocianinas.

Por outro lado, a luz (fluorescente) ndo afetou significativamente a estabilidade
de antocianinas provenientes de extratos etanolicos de cascas de jabuticaba gquando
armazenadas a temperatura ambiente por 185 dias. A perda de aproximadamente 23%
no teor de antocianinas foi atribuida ao tempo e a temperatura de armazenamento
(LIMA etal., 2011).

Sari et al. (2012) realizaram o0 estudo das propriedades de cor, estabilidade e
atividade antioxidante das antocianinas naturais e copigmentadas dos frutos de
jamboldo 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 condi¢des de armazenamento por 4 semanas, nas temperaturas de 28 °C
e 7 °C. O armazenamento afetou a estabilidade das antocianinas, em que o aumento da
temperatura a partir da refrigeracéo (7 °C) para temperatura ambiente (28 °C) acelerou a

degradacdo ambas antocianinas, naturais e copigmentadas.
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3.7.1 Antocianinas Totais

Os resultados da variacdao do teor de antocianinas totais ao longo do periodo de
armazenamento para a bebida proteica F3 sdo apresentados na Figura 12.
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Figura 12 — Variacdo dos teores de antocianinas totais durante o periodo de

armazenamento da bebida proteica (F3).

Verificou-se que ndo houve alteracdo significativa no teor de antocianinas totais
ao longo do tempo (p>0,05) para a formulacdo estudada. Ao longo dos 60 dias de
armazenamento, o teor de antocianinas totais variou de 1,78 a 1,71 mg-100 g™ de
bebida, confirmando que as condi¢des de armazenamento utilizadas (refrigeracdo) néo
promoveram a degradagdo das antocianinas. Portanto, o corante utilizado foi estavel
durante este periodo, mantendo suas caracteristicas bioativas.

Araujo et al. (2009) encontraram variagcdes 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™*. No entanto, esses valores confirmaram a baixa
degradacdo dos compostos antocianicos do nectar de amora-preta congelado durante o
armazenamento, evidenciando a importancia dessa condicdo para a preservacio desses
compostos.

Cipriano (2011) realizou o estudo de estabilidade de bebidas isotbnicas

adicionadas de extrato de antocianinas de acai e de cascas de jabuticaba, sob diferentes
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condicdes de armazenamento: luz e escuro, temperatura ambiente (25 °C) e
refrigeracdo (4 °C). A condicdo de refrigeracdo foi a que proporcionou menor
degradacdo das antocianinas ao longo do periodo de armazenamento, sendo que as
bebidas formuladas com extrato de cascas de jabuticaba apresentaram menor
degradacéo que as bebidas formuladas com extrato de acai.

Fatores como estrutura quimica, o pH, a temperatura, a luz, a presenca de
oxigénio influenciam a estabilidade das antocianinas, assim como as interagdes que
ocorrem entre elas e os componentes dos alimentos, tais como acido ascorbico, ions
metalicos, agUcares e copigmentos. O grau de hidroxilagcdo exerce importante efeito na
estabilidade das antocianinas, sendo que aquelas que contém mais grupos hidroxilas em
sua estrutura sdo menos estaveis. Inversamente, alto grau de metoxilagdo aumenta a
estabilidade das antocianinas (FRANCIS, 1989).

Portanto, as condi¢cdes de armazenamento sob refrigeracdo e congelamento sao

as mais apropriadas para evitar a degradacao das antocianinas.
3.7.2 Carotenoides Totais

Os resultados da variacdo do teor de carotenoides totais ao longo do periodo de

armazenamento para a bebida proteica F6 sdo apresentados na Figura 13.
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Figura 13 — Variacdo dos teores de carotenoides totais (luteina) durante o periodo de
armazenamento da bebida proteica (F6).
Os valores do teor de luteina encontrados para a bebida com 2% de proteina

estdo de acordo com o que foi adicionado, aproximadamente 3,2 mg-100 g de bebida.
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O processo realizado para extrair a luteina da bebida recuperou de 75 a 83% da
quantidade adicionada.

Né&o houve degradacdo significativa (p>0,05) do teor de luteina ao longo do
tempo para a formulacdo estudada. Durante os 60 dias de armazenamento, o teor de
lutefna variou de 2,68 a 2,45 mg-100 g*, confirmando que a condicdo de
armazenamento utilizada (refrigeracdo) ndo promoveu a redugcdo da quantidade de
luteina, mantendo suas caracteristicas bioativas.

Aryana et al. (2006) realizaram a quantificacdo das diferentes concentracdes de
luteina (0, 0,5, 1,5, e 3,0 mg:170 g*) adicionadas em iogurte de morango por um
periodo de 35 dias e verificaram que em todos os tratamentos ocorreu um pequeno
decréscimo no teor de luteina ao longo do periodo de armazenamento. Apesar do
iogurte ter sido armazenado a (5 °C), esta condicdo ndo foi suficiente para evitar a
degradacéo da luteina ao longo dos 35 dias.

A composicdo 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, presenca de luz e oxigénio. A luteina se mantém
estavel a uma faixa ampla de pH, no entanto é necessario que haja o controle dos outros
fatores para preservacdo deste composto. Algumas matrizes de alimentos contribuem
para maior estabilidade dos corantes naturais, as proteinas de soro de leite sdo utilizadas
como encapsulantes de tais compostos, atuando como uma rede protetora, impedindo a
degradacdo. O estudo realizado por Betz et al. (2011) comprova tal afirmacdo, em que
foi realizado o encapsulamento de extrato de mirtilo por géis de proteinas de soro de

leite, mostrando-se eficiéncia na preservacdo destes compostos.
3.7.3 Atividade Antioxidante

Os resultados da variacdo da atividade antioxidante ao longo do periodo de
armazenamento para as bebidas proteicas adicionadas de extrato de antocianinas e de

luteina, F3 e F6 sdo apresentados na Figura 14.
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Figura 14 — Variacdo da atividade antioxidante durante o periodo de armazenamento

paras as bebidas proteicas adicionadas de extrato de antocianinas (F3) e de luteina (F6).

Verificou-se que ndo houve alteracdo significativa (p>0,05) dos valores de
atividade antioxidante para as formulacbes F3 e F6 durante os 60 dias de
armazenamento. A atividade antioxidante da formulacdo F3 variou de 1,78 a 1,59
umol-L™t.g? e de 0,09 a 0,08 pmol-L™ .g? para a formulacdo F6. A manutencio da
atividade antioxidante foi devida a auséncia de degradacéo do teor de antocianinas totais
e carotenoides totais durante o periodo em estudo. Isto reforca a importante relacédo
entre a atividade antioxidante e o teor destes componentes no alimento.

A atividade antioxidante da bebida adicionada de extrato de antocianinas foi
superior em comparacdo com a bebida adicionada de luteina. Este efeito € devido as
diferencas na composicdo e estrutura de compostos antioxidantes naturalmente
presentes nos alimentos.

O extrato de cascas de jabuticaba € um pigmento rico em antocianinas e possuli
uma série de outros fendlicos que lhe conferem uma alta capacidade antioxidante,
dentre eles se destacam a rutina, quercetina e o acido elagico. A estrutura desses
compostos, a glicosilacdo e hidroxilagdo das antocianidinas influenciam diretamente a
atividade antioxidante (WANG et al., 1997; EINBOND et al., 2004).

A luteina possui uma estrutura linear, com duplas ligacGes conjugadas, esta

estrutura lhe confere atividade antioxidante, no entanto, € menor em comparagao com as
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antocianinas, devido as diferencas estruturais entre elas. A luteina ndo sé tem ligacoes
duplas conjugadas, que proporciona atividade sobre o radical livre, mas também
possuem dois grupos hidroxilas em ambas as extremidades da sua estrutura quimica,
atribuindo-Ihe atividade antioxidante superior a dos demais carotenoides (HAYES et al.,
2011). A adicdo de extratos de antocianinas aos alimentos resulta na incorporacao de
outros compostos fendlicos, que também contribuem para a atividade antioxidante, ao
contrario da luteina que é geralmente adicionada aos alimentos de forma isolada.

Hayes et al. (2011) avaliaram a atividade antioxidante por quatro métodos
diferentes de analise (ORAC, FRAP, DPPH' e ABTS™) dos fotoquimicos; &cido elégico,
sesamol, extrato de folhas de oliveira e luteina. Foi verificado que a luteina foi o
composto que apresentou menor atividade antioxidante dentre os compostos avaliados,
para todos 0os métodos de testes antioxidantes. No entanto, os carotenoides, como a
luteina, podem desempenhar um papel como um antioxidante em fases lipidicas,
aprisionando radicais livres ou oxigénio singlete, desempenhando um papel importante

na inibicdo da oxidacao lipidica.
3.7.4 Acidez

Os resultados da variacdo da acidez tituldvel ao longo do periodo de
armazenamento para as bebidas proteicas adicionadas de extrato de antocianinas e de
luteina, F3 e F6 sdo apresentados na Figura 15.

Verificou-se que para ambas as bebidas ndo houve alteracdo significativa da
acidez (p>0,05). Isto implica que sob as condi¢des de armazenamento, ndo houve

alteracdo da acidez titulavel.
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Figura 15 — Variacdo da acidez titulavel durante o periodo de armazenamento para as

bebidas proteicas adicionadas de extrato de antocianinas (F3) e de luteina (F6).

A acidez elevada ao longo do periodo de armazenamento € um indicativo de
contaminacdo microbioldgica, pois alguns micro-organismos alteradores produzem
acidos a partir de alguns substratos presentes no alimento, contribuindo para o aumento
da acidez titulavel. As bebidas foram formuladas mantendo os valores de pH igual a 4,0,
armazenadas sob refrigeracdo, além da adicdo de sorbato de potassio 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
microbioldgica.

Ao longo dos 60 dias, a acidez titulavel 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
variagdo entre os valores de acidez de ambas as formulagGes foi devido aos diferentes

teores de proteinas presente em cada uma das bebidas.
3.7.5 pH

Os resultados da variacdo dos valores de pH ao longo do periodo de
armazenamento para as bebidas proteicas adicionadas de extrato de antocianinas e de

luteina, F3 e F6 sdo apresentados na Figura 16.
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Figura 16 — Variacdo dos valores de pH durante o periodo de armazenamento para as

bebidas proteicas adicionadas de extrato de antocianinas (F3) e de luteina (F6).

Né&o foram observadas alteragdes significativas (p>0,05) entre os valores de pH
das bebidas proteicas adicionadas de antocianinas e luteina durante o periodo de
armazenamento, indicando que o contetdo de fons H" livres presente nas bebidas ndo
variaram significativamente, sob as condi¢Ges de armazenamento. Os valores de pH
para a formulacdo F3 variou de 4,03 a 4,08, enquanto que para a formulacédo F6 a
variacdo foi de 4,06 a 4,07. Estes valores revelam a boa estabilidade microbiolégica do
produto durante o periodo estudado com relacdo aos micro-organismos patogénicos. No
estudo realizado por Karaaslan et al. (2011) também ndo foi encontrado variacdes
significativas nos valores de pH e acidez de iogurtes adicionados de extrato de uva de
diferentes variedades ap0s 7 dias de armazenamento.

Oscilagdes nos valores de pH foram encontrados por Araujo et al.(2009)
avaliando a estabilidade de néctar de amora armazenado sob congelamento por 90 dias
de armazenamento. A variacdo de pH durante o periodo de estocagem dependera
principalmente das condi¢des que o alimento estd armazenado, da composicdo e da
qualidade microbioldgica deste alimento.

Para as bebidas formuladas com extrato de antocianinas é desejavel que nao haja
a variacao de pH, uma vez que a sua cor é totalmente dependente desse fator. Variacéo
brusca do pH pode contribuir para a degradacao da cor, indicando também a degradagéo
dos compostos bioativos e da capacidade antioxidante.
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3.7.6 Solidos Soluveis Totais

Os resultados da variacdo do teor de sélidos sollveis totais ao longo do periodo
de armazenamento para as bebidas proteicas adicionadas de extrato de antocianinas e de

luteina, F3 e F6 sdo apresentados na Figura 17.

26,00
25,00

24,00

23,00 A A A

SST (°Brix)

22,00 A

21,00 A

20,00 T T T T T T T T T T T 1
0] 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

®F3 AF6 Tempo (dias)

Figura 17 — Variacdo dos valores de solidos sollveis totais durante o periodo de
armazenamento para as bebidas proteicas adicionadas de extrato de antocianinas (F3) e
de luteina (F6).

Os teores de solidos soliveis 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 luteina,
sem alteracdo significativa (p>0,05) durante o armazenamento. O mesmo
comportamento foi observado por Aradjo et al. (2009) quando ndo verificaram alteracéo

nos teores de sélidos solUveis totais do néctar de amora durante os 90 dias.

3.7.7 Cor

Os valores das diferencas dos parametros de cor entre o tempo inicial (0) e os
demais tempos (7, 15, 30, 45 e 60) dias séo apresentados na Tabela 20. Os valores das
coordenadas de cor, a* e b* foram positivos para ambas as bebidas, ou seja,

apresentaram coloracdo 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
as bebidas F3 e F6.

Por meio dos resultados apresentados pelas coordenadas a* e b*, foram
calculados os valores de c*e h*. A formulacdo F6 apresentou valores de c* superiores
aos da formulacao F3, isto indica que a amostra de bebida F6 possuia cores mais puras e
intensas em relacdo a F3. Esta diferenca se deve as diferencas das matérias-primas
utilizadas para a fabricacdo de cada uma dessas bebidas, levando a diferentes
combinacgdes de cores.

Para a coordenada h* observou-se pequenos valores para a formulacdo F3,
indicando que esta bebida apresentava tonalidades que tendia ao vermelho, enquanto
que para a formulagdo F6 apresentou valores maiores da coordenada h*, tendendo a
coloracdo amarela. Os resultados mostraram uma relagdo com cada corante natural que
foi adicionado, a formulacdo F6 que foi adicionada de luteina apresentou coloragéo
amarela, enquanto que a formulagdo F3 adicionada de extrato de antocianinas
apresentou coloragéo vermelha.

A partir das coordenadas L*, a* e b* foi calculada a diferenca global de cor
(AE*) entre o tempo 0 e cada tempo de estocagem. Observou-se que com o aumento do
periodo de estocagem, houve aumento dos valores de AE*. Alguns autores relatam que
valores de AE* > 10 indicam que a degradacdo ocorrida na antocianina ou luteina pode
ser facilmente percebida pelos olhos humanos, este representa o limiar de percepcéao da
diferenca de cor (GONNET, 2001; DE ROSSO E MERCADANTE, 2007). Para ambas
as bebidas os valores da diferenca global de cor foram muito inferiores a 10. Portanto, a
variacdo de cor que ocorreu ao longo do periodo de armazenamento foi insignificante,
ndo sendo percebida pelo olho humano, ndo influenciando na aceitagcdo sensorial das
bebidas.
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Tabela 20 - Variagcdo das coordenadas cor das bebidas proteicas formuladas com
extrato de antocianinas de cascas de jabuticaba (F3) e luteina (F6), durante 60 dias de
armazenamento.

Tipo de bebida Dias  Luminosidade Chroma  Tonalidade Diferenca
(L*) (c*) (h*) Global de cor
(AE*)

0 58,63+1,98  13,69+0,75 33,42+3,10 1,82+0,46

- 7 58,5743,01  13,45+0,51 39,51+7,36
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
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
0 58,63+1,98  13,69+0,75 33,42+3,10  2,82+0,53

- 45 59,1343,01  12,89+1,12 45,01+7,20
0 58,63+1,98  13,69+0,75 33,42+3,10  2,98+0,97

s 60 59,03+3,14  12,88+1,15 45,84+9,18
0 53,94+1,12  42,77+1,39 74,96+0,58 0,44+0,26

o 7 53,66+0,86  42,49+1,22 74,79+0,57
0 53,94+1,12  42,77+1,39 74,96+0,58 0,83+0,18

o 15 53,44+1,08  42,15+1,67 74,84+0,47
0 53,94+1,12  42,77+1,39 74,96+0,58 1,31+0,19

o 30 53,27+1,15  41,65+1,41 74,93+0,59
0 53,94+1,12  42,77+1,39 74,96+0,58 2,10+0,84

o 45 52,95+1,59  40,93+2,07 75,11+0,16
0 53,94+1,12  42,77+1,39 74,96+0,58 1,72+0,48

o 60 53,174£0,96  41,24+1,01 74,80+0,62

*Qs valores representam a média de 3 repeti¢Oes + desvio-padrao.
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Os resultados da variacdo dos valores de luminosidade (L*) ao longo do periodo
de armazenamento para as bebidas proteicas adicionadas de extrato de antocianinas e de
luteina, F3 e F6 sdo apresentados na Figura 18.
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Figura 18 - Variacdo dos valores da coordenada luminosidade (L*) para as bebidas
proteicas adicionadas de extrato de antocianinas (F3) e de luteina (F6) durante o periodo

de armazenamento.

Observou-se que ndo houve alteracdes significativas (p>0,05) nos valores da
coordenada (L*) que representa a luminosidade ou clareza das bebidas ao longo do
periodo de armazenamento. Os valores de L* variaram entre 58,63 no tempo 0 a 59,03
no tempo 60 para a formulacdo F3, enquanto que para a formulacdo F6 os valores
situaram-se entre 53,94 para o tempo O e 53,17 para o tempo 60. As diferencas dos
valores de L* entre o tempo final e inicial foi de menos de 1 unidade para cada uma das
bebidas. Diferencas maiores foram relatadas por Cipriano (2011), que avaliando a
estabilidade de bebidas isotonicas adicionadas de extrato de cascas de jabuticaba e acai
encontrou um aumento dos valores da coordenada L* ao longo do periodo 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 acai, sob a condigéo
de refrigeracéo (4 °C).

O armazenamento sob refrigeracdo (5 °C) foi a condigéo utilizada por Aryana et
al. (2006) para manter iogurtes de morango adicionados de diferentes concentracOes de
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luteina, por um periodo de 35 dias. Os valores de L* decresceram com o tempo de
armazenamento, a diminuicdo desses valores foi atribuido a protedlise realizada pelas
bactérias do iogurte ao longo deste periodo, sendo que a quantidade de luteina
adicionada néo afetou estes resultados.

Os resultados da variacao dos valores de saturacdo (c*) ao longo do periodo de
armazenamento para as bebidas proteicas adicionadas de extrato de antocianinas e de

luteina, F3 e F6 sdo apresentados na Figura 19.
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Figura 19 - Variacdo dos valores da saturacdo ou chroma (c*) para as bebidas proteicas
adicionadas de extrato de antocianinas (F3) e de luteina (F6) durante o periodo de

armazenamento.

N&o houve alteracdo significativa (p>0,05) nos valores de saturagcdo (c*) ao
longo do periodo de armazenamento. Isto indica que ndo houve diminuicdo da
intensidade da coloragdo vermelha, para a formulacéo F3, e da coloracdo amarela para a
formulacdo F6. As antocianinas e a luteina adicionadas ndo degradaram ao longo do
periodo de armazenamento, as Figuras 12 e 13, justificam esta afirmacéo. Os valores de
c* variaram entre 13,69 no tempo 0 a 12,88 no tempo 60 para a formulagdo F3,
enquanto que para a formulacdo F6 os valores situaram-se entre 42,77 para o tempo O e

41,24 para o tempo 60.
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Os resultados da variacdo dos valores de tonalidade (h*) ao longo do periodo de
armazenamento para as bebidas proteicas adicionadas de extrato de antocianinas e de
luteina, F3 e F6 sdo apresentados na Figura 20.
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Figura 20 - Variacdo dos valores de tonalidade (h*) para as bebidas proteicas
adicionadas de extrato de antocianinas (F3) e de luteina (F6) durante o periodo de

armazenamento.

Assim como as coordenadas L* e c*, os valores de h* ndo sofreram alteracdes
significativas (p>0,05) ao longo do periodo de armazenamento. O valor do angulo h*
representa a tonalidade da bebida, quanto menor o valor do angulo, mais préximo a
bebida estara do eixo a*, quanto maior o valor de angulo h*, mais préximo a bebida
estara do eixo b*. Os valores de h* variaram entre 33,42 no tempo 0 a 45,84 no tempo
60 para a formulacdo F3, enquanto que para a formulagdo F6 os valores situaram-se
entre 74,96 para o tempo 0 e 75,11 para o tempo 60. Estes valores demonstraram as
diferencas das cores de cada uma das bebidas, a adicionada de extrato de antocianinas
apresentou um valor de h* inferior da adicionada de luteina. Angulos menores indicam
tonalidade vermelha (antocianinas), ao passo que angulos maiores indicam tonalidade

amarela (luteina).
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Os resultados da variacéo de diferenca global de cor (AE*) ao longo do periodo
de armazenamento para as bebidas proteicas adicionadas de extrato de antocianinas e de
luteina, F3 e F6 sdo apresentados na Figura 21.
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Figura 21 - Variacdo dos valores da diferenca global de cor (AE*) para as bebidas
proteicas adicionadas de extrato de antocianinas (F3) e de luteina (F6) durante o periodo

de armazenamento.

Houve efeito significativo (p<0,05) do periodo de armazenamento sobre os
valores de AE* para as bebidas F3 e F6. A influéncia do periodo de armazenamento foi
modelada estatisticamente pelas equagdes representadas na Tabela 21. Os modelos
foram testados quanto a falta de ajuste e significancia dos parametros da regressao, para
0s modelos de primeiro e segundo grau. A formulagdo F6 apresentou falta de ajuste néo
significativa (p>0,05) para 0 modelo de primeiro grau e parametros da regressdo
significativos (p<0,05). O coeficiente de determinagdo foi superior a 85%, enquanto que
a formulacdo F3 apresentou falta de ajuste néo significativa (p>0,05) para o0 modelo de
segundo grau e parametros da regressdo significativos (p<0,05). O coeficiente de

determinacéo foi superior a 87%.
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Tabela 21 — Modelagem estatistica do efeito do tempo sobre os valores de AE* das
formulacbes F3 e F6.

Determinacéo Modelo de Regressao R
AE*/ F6 Y =0,03162.T + 0,2437 0,8544
AE*/ F3 Y =-0,00126.T% + 0,1138.T + 0,5069 0,8701
T = Tempo

A variacdo do parametro AE* em fun¢do do tempo de armazenamento para a
formulacdo F6 segue um modelo de primeiro grau. O tempo contribuiu positivamente
para o0 aumento dos valores AE* da formulacdo F6. Para a formulacéo F3, a variacdo do
parametro AE* em funcdo do tempo de armazenamento segue um modelo de segundo
grau.

Avaliando o pH e as coordenadas colorimétricas de leite fermentado adicionado
de luteina Dias (2009) verificou que o periodo de armazenamento ndo teve efeito
significativo sobre os valores de cor e pH das amostras avaliadas.

A estabilidade de bebidas isotdnicas adicionadas de antocianinas extraidas de
acai e acerola foram avaliadas por Rosso e Mercadante (2007) sob a presenca de luz.
Houve reducdo dos valores da coordenada a*, devido a degradacdo da coloracédo
vermelha, o0 mesmo foi observado para a coordenada c*, diminuicdo da intensidade da
coloracdo vermelha. Os valores de AE* aumentaram com o tempo de armazenamento
(300 horas) indicando a diferenca 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 condicdo de estocagem do qual o produto foi submetido deve ser controlada, para que
a cor, 0S compostos bioativos e sua capacidade antioxidante sejam preservados. A
resposta colorimétrica obtida para este estudo foi independente do periodo de

armazenamento das bebidas, apenas a diferenca global de cor foi afetada por este fator.
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4. CONCLUSAO

As bebidas proteicas mantiveram suas caracteristicas fisico-quimicas,
microbioldgicas e bioativas apds o processamento. Os valores de acidez, solidos
sollveis e os parametros colorimétricos foram influenciados pelo teor de proteinas para
ambos 0s corantes utilizados, tais alteracGes foram devido aos diferentes teores de
proteinas utilizados nos formulados.

A formulagdo com 2,0% de proteina adicionada de luteina foi a que apresentou
maior aceitacdo pelos consumidores, enguanto que para as bebidas adicionadas de
extrato de antocianinas as formulacdes com 0,5%, 2,0% e 4,0%, foram igualmente
aceitas. As formulagdes com 6,0% de proteina foram as menos aceitas, devido as
variacfes de cor consequéncia da alta concentracdo de proteina, além do aumento
expressivo da viscosidade.

As formulacdes F3 e F6 submetidas ao estudo de estabilidade apresentaram uma
excelente estabilidade ao longo do 60 dias de armazenamento. N&o houve alteracédo
significativa (p>0,05) nas caracteristicas fisico-quimicas, teor dos compostos bioativos e
atividade antioxidante ao longo do tempo. A cor de ambas as bebidas também se
mostraram estaveis durante o periodo de armazenamento, havendo apenas uma pequena
variacdo do parametro AE*, no entanto, tal variacdo ndo compromete a coloracdo da
bebida ndo interferindo na aceitacdo sensorial, uma vez que ndo é perceptivel ao olho
humano.

E possivel adicionar corantes naturais as bebidas formuladas com proteinas de
soro de leite, uma vez que eles se mantém estaveis ao longo do periodo de
armazenamento contribuindo para o aumento do valor nutricional e da capacidade
antioxidante do produto final. As bebidas obtiveram uma boa aceitagédo sensorial, sendo
considerado um produto promissor para 0 mercado, tanto pelo alto valor bioldgico das

proteinas, como pela maior concentragdo da qual foi adicionada ao produto.
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ANEXOS

Quadro 1 — ANOVA das regressdes obtidas para as respostas de acidez titulavel e pH dos formulados

Bebidas proteicas adicionadas de Antocianinas

Bebidas proteicas adicionadas de Luteina

Fontes de Variacéao Acidez Acidez
¢ GL SQ QM F p GL SQ QM F p
Regressao 3 0,4085 0,1362 11,15 <.0001* 3 0,6148 0,2049 287,52  <.0001*
Residuos 8 0,0977 0,0122 8 0,0057 0,0007
Falta de Ajuste 2 0,0089 0,0044 0,37 0,7037™ 2 0,0016 0,0008 1,17 0,3584"™
Erro Puro 6 0,0888 0,0148 6 0,0041
Total 11 0,5063 11 0,6205
Fontes de Variacao pH pH
GL SQ QM F p GL SQ QM F p
Regressao 3 0,0708 0,0236 2,40 0,1438™ 3 0,0022 0,0007 2,28 0,1562"
Residuos 8 0,0788 0,0098 8 0,0025 0,0003
Total 11 0,1497 11 0,0047

*Significativo a p<0,05, ™ nio significativo a p>0,05.
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Quadro 2 — ANOVA das regressdes obtidas para as respostas de solidos soltveis totais e luminosidade (L*) dos formulados

Bebidas proteicas adicionadas de Antocianinas Bebidas proteicas adicionadas de Luteina
Fontes de Variacio Sélidos Soluveis Totais Sélidos Soluveis Totais
¢ GL SQ oM F D GL SQ oM F D
Regresséo 3 55,3000 18,4333 42,62 0,0001* 3 49,8491 16,6164 52,47 <.0001*
Residuos 8 3,4600 0,4325 8 2,5333 0,3167
Falta de Ajuste 2 1,2328 0,6164 1,43 0,2955™ 2 0,5121 0,2560 0,81 0,4788™
Erro Puro 6 2,9272 0,3712 6 2,0212 0,3368
Total 11 58,7600 11 52,3825
* *
Fontes de Variacéao L L
GL SQ QM F p GL SQ QM F p
Regressao 3 1231,1529 410,3843 49,86 <.0001* 3 12774242 4258080 120194  <.0001*
Residuos 8 65,8513 8,2314 8 28341 0,3542
Total 11 1297,0043 11 1280,2584

*Significativo a p<0,05, ™ ndo significativo a p>0,05. Apesar da significancia da regressdo para os valores da variavel L* dos formulados, nédo foi possivel ajustar
um modelo que melhor explicasse esta variacao.
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Quadro 3 — ANOVA das regressdes obtidas para as respostas de a* (vermelho vs verde) e b* (amarelo vs azul) dos formulados

Bebidas proteicas adicionadas de Antocianinas

Bebidas proteicas adicionadas de Luteina

Fontes de Variacio a* a*
GL SQ QoM F D GL SQ oM F D
Regressao 3 4,0993 1,3664 0,77 0,5428™ 3 5,3284 1,7761 74,39 <.0001*
Residuos 8 14,2114 1,7764 8 0,1910 0,0238
Total 11 18,3107 11 5,5194
Fontes de Variacéo b* b*
GL SQ QM F D GL SQ QM F D
Regressao 3 57,5521 19,1840 18,67 0,0006* 3 0891240 329.7080 557,25 <.0001*
Residuos 8 8,2191 1,0273 8 4,7334 0,5917
Falta de Ajuste - B : B B 1 0,7145 0,7145 1,21 0,3038™
Erro Puro : - 7 4,0189 0,5741
Total 11 65,7713 11 993,8574

*Significativo a p<0,05, ™ ndo significativo a p>0,05. Apesar da significancia da regresséo para os valores da variavel a* das bebidas adicionadas de luteina e os
valores da variavel b* das bebidas adicionadas de antocianinas, nao foi possivel ajustar um modelo que melhor explicasse essa variagao.
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Quadro 4 — ANOVA das regressdes obtidas para as respostas de c¢* (saturacdo) e h* (tonalidade) dos formulados

Bebidas proteicas adicionadas de Antocianinas

Fontes de Variag&o c* h*

GL SQ QM F P GL SQ QM F P
Regressao 3 16,2575  5,4191 3,31 0,0783™ 3 1110,8630 370,2876 1529  0,0011*
Residuos 8 13,1134 1,6391 8 193,7648 24,2206
Total 11 29,3709 11 1304,6278

Bebidas proteicas adicionadas de Luteina

Fontes de Variagio c* h*
GL SQ oM F D GL SQ oM F D
Regressdo 3 0452048 3150982 57382  <.0001* 3 109.1304 36,3768 22464  <.0001*
Residuos 8 43930 05491 8 12954  0,1619
Falta de Ajuste 1 0,9790 0,9790 178 0,2185" 1 0,0387 0,0387 024  06379™
Erro Puro 7 3,4140 0,4877 7 12513 0,1787
Total 11 949 6878 11 110,4258

*Significativo a p<0,05, ™ n&o significativo a p>0,05. Apesar da significancia da regressdo para os valores da varidvel h* das bebidas adicionadas de antocianinas,
ndo foi possivel ajustar um modelo que melhor explicasse essa variacao.
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Quadro 5 — ANOVA das regressdes obtidas para as respostas de atividade antioxidante, antocianinas totais e carotenoides totais dos formulados

Bebidas proteicas adicionadas de Antocianinas

Bebidas proteicas adicionadas de Luteina

Fontes de Variaco Atividade Antioxidante Atividade Antioxidante
GL SQ QM F p GL SQ QM F p
Regressdo 3 0,4676 0,1558 5,46 0,0245* 3 0,0007 0,0002 1,56 0,2721™
Residuos 8 0,2282 0,0285 8 0,0012 0,0002
Falta de Ajuste 1 0,0533 0,0533 1,87 0,2088™ - -
Erro Puro 7 0,1749 0,0249 - -
Total 11 0,6959 11 0,0019
Fontes de Variacio Antocianinas Totais Carotenoides Totais
GL SQ QM F p GL SQ QM F p
Regressdo 3 0,2587 0,0862 0,47 0,7143™ 3 0,0779 0,0259 1,32 0,3343"™
Residuos 8 1,4820 0,1852 8 0,1576 0,0197
Total 11 1,7407 11 0,2354

*Significativo a p<0,05, ™ ndo significativo a p>0,05.
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Quadro 6 — ANOVA das regressdes obtidas para as respostas de fendlicos totais das formulac6es adicionadas de antocianinas

Bebidas proteicas adicionadas de Antocianinas

GL 50 QM F 0
Regressao 3 4561,4602 1520,4867 109,57 0,0001*
Residuos 8 111,0166 13,8770
Falta de Ajuste 1 1,9543 1,9543 0,14 0,7172™
Erro Puro 7 109,0623 15,5803
Total 11 4672,4767

*Significativo a p<0,05, ™ ndo significativo a p>0,05.
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ESTUDO DE ESTABILIDADE

Quadro 7 — ANOVA das regressdes obtidas para as respostas de acidez e pH das bebidas F3 e F6.

F3 F6
Fontes de Variagio Acidez Acidez
GL SQ QM F p GL SQ QM F p
Regressédo 5 0,0082 0,0017 0,22 0,9462" 5 0,0009 0,0001 0,16 0,9716™
Residuos 12 0,0897 0,0074 12 0,0142 0,0011
Total 17 0,0980 17 0,0151
Fontes de Variagao pH pH
GL SQ QM F p GL SQ QM F p
Regressao 5 0,0167 0,0033 0,28 0,9151"™ 5 0,0265 0,0052 191 0,1664 "
Residuos 12 0,1430 0,0119 12 0,0330 0,0027
Total 17 0,1597 17 0,0525

F3: bebida proteica com 4,0% de proteina adicionada de antocianinas; F6: bebida proteica com 2,0% de proteina adicionada de luteina.

*Significativo a p<0,05, ™ néo significativo a p>0,05.
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Quadro 8 — ANOVA das regressdes obtidas para as respostas de solidos sollveis totais, antocianinas totais e carotenoides totais das bebidas F3 e F6.

F3 F6
Fontes de Variagio Solidos Sollveis Totais Solidos Sollveis Totais
GL SQ QM F p GL SQ QM F p
Regresséao 5 0,9667 0,1933 3,00 0,0552" 5 0,7294 0,1458 0,30 0,9016 ™
Residuos 12 0,7733 0,0644 12 5,7733 0.4811
Total 17 1,7400 17 6,5027
Fontes de Variagio Antocianinas Totais Carotenoides Totais
GL SQ QM F p GL SQ QM F p
Regressao 5 00362  0,0072 011 0,9870" 5 04431 08867 1,80  01872™
Residuos 12 07652 00637 12 05906 00492
Total 17 08014 17 10337

F3: bebida proteica com 4,0% de proteina adicionada de antocianinas; F6: bebida proteica com 2,0% de proteina adicionada de luteina.
*Significativo a p<0,05, ™ ndo significativo a p>0,05.
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Quadro 9 — ANOVA das regressdes obtidas para as respostas de atividade antioxidante e valores de L* (luminosidade) das bebidas F3 e F6.

F3 F6
Fontes de Variagio Atividade Antioxidante Atividade Antioxidante
GL SQ QM F D GL sQ QM F p
Regressio 5 02816  0,0563 063  0,6823™ 5 00013 00003 132  03190™
Residuos 12 1,0768  0,0897 12 0,0023  0,0002
Total 17 1,3584 17 0,0036
Fontes de Variacéo L* L*
GL SQ QM F D GL sQ QM F p
Regressdo 5 14626 02925 0,03  0,9992" 5 1,9039 03807 029  0,9109"
Residuos 12 1024310 85359 12 158959 13246
Total 17 1038936 17 17,7998

F3: bebida proteica com 4,0% de proteina adicionada de antocianinas; F6: bebida proteica com 2,0% de proteina adicionada de luteina.

*Significativo a p<0,05, ™ nio significativo a p>0,05.
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Quadro 10 — ANOVA das regressdes obtidas para as respostas de c* (saturacdo) e h* (tonalidade) das bebidas F3 e F6.

F3 F6
Fontes de Variagio c* c*
GL SQ QM F P GL SQ QM F P
Regressao 5 1,6484 0,3297 0,38 0,8516™ 5 7,7960 1,5592 0,69 0,6390"™
Residuos 12 10,3538 0,8628 12 27,0280 2,2523
Total 17 12,0022 17 34,8240
Fontes de Variacéo h* h*
GL SQ QM F P GL SQ QM F P
Regressao 5 324,0988 64,8197 1,20 0,3661"™ 5 0,2250 0,0450 0,16 0,9710™
Residuos 12 6482856 54,0238 12 32806 0,274
Total 17 9723844 17 3,5146

F3: bebida proteica com 4,0% de proteina adicionada de antocianinas; F6: bebida proteica com 2,0% de proteina adicionada de luteina.
*Significativo a p<0,05, ™ nio significativo a p>0,05.
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Quadro 11 — ANOVA das regressdes obtidas para as respostas de AE* (diferenca global de cor) das bebidas F3 e F6.

F3 F6
Fontes de Variacio AE* AE*
GL sQ oM F 0 GL sQ oM F 0

Regresséo 5 18,0772 3,6154 8,35 0,0013* 5 9,4457 1,8891 10,61 0,0004*
Residuos 12 5,1966 0,4330 12 2,1361 0,1780

Falta de Ajuste 3 2,3472 0,7824 1,81 0,1995™ 4 1,3749 0,3437 1,93 0,1699™

Erro Puro 9 2,8494 0,3166 8 0,7612 0,0952
Total 17 23,2738 17 11,5818

F3: bebida proteica com 4,0% de proteina adicionada de antocianinas; F6: bebida proteica com 2,0% de proteina adicionada de luteina.

*Significativo a p<0,05, ™ ndo significativo a p>0,05.
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