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Tudo passa...

Todas as coisas na Terra passam.
Os dias de dificuldade passarao...
Passardo, também, os dias de amargura e solidao.

As dores e as lagrimas passarao.
As frustracoes que nos fazem chorar... um dia passarao.

A saudade do ser querido que esta longe, passara.

Os dias de tristeza...

Dias de felicidade...

Sao licoes necessarias que, na Terra, passam, deixando no espirito imortal
as experiéncias acumuladas.

Se, hoje, para nés, é um desses dias,

repleto de amargura, paremos um instante.
Elevemos o pensamento ao Alto

e busquemos a voz suave da Mde amorosa,

a nos dizer carinhosamente: 'isto também passara’

E guardemos a certeza pelas proprias dificuldades ja superadas que nao ha mal que dure
para sempre,

semelhante a enorme embarcacdo que, as vezes, parece que vai so¢cobrar diante das
turbuléncias de gigantescas ondas.

Mas isso também passara porque Jesus estd no leme dessa Nau
e segue com o olhar sereno de quem guarda a certeza de que a
agitacdo faz parte do roteiro evolutivo da Humanidade

e que um dia também passara.

Ele sabe que a Terra chegara a porto seguro
porque essa é a sua destinacao.

Assim, facamos a nossa parte o melhor que pudermos,
sem esmorecimento e confiemos em Deus,
aproveitando cada segundo, cada minuto que, por certo, também passara.

Tudo passa...

exceto Deus.
Deus é o suficiente!

Chico Xavier - Emmanuel
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RESUMO

MORAIS, Ana Carolina Nunes de. Processamento de bebida & base de soro de queijo
Minas frescal e uva por Alta Pressdo Hidrostatica. 2015. 98 f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos). Instituto de Tecnologia, Departamento de Tecnologia de
Alimentos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2015.

O soro de queijo é um residuo proveniente da industria queijeira utilizado por varios
segmentos da industria alimenticia gracas as suas caracteristicas nutricionais, versatilidade e
baixo custo. A formulacdo de bebidas contendo soro € uma das principais estratégias de
aproveitamento deste material. O tratamento térmico comumente é utilizado como método de
conservacao de alimentos, no entanto, o processamento por Alta Pressdo Hidrostatica (APH) é
capaz de inativar microrganismos e enzimas responsaveis pela deterioracdo, além de manter
atributos sensoriais e nutricionais, uma vez que ndao ha emprego de calor, produzindo assim
alimentos com alta qualidade. O objetivo do presente estudo foi desenvolver uma bebida nao
fermentada a base de soro de queijo Minas frescal e polpa de uva e investigar os efeitos da
APH na conservacdo do produto. O trabalho foi realizado na Embrapa Agroindustria de
Alimentos (Rio de Janeiro, RJ, Brasil). A proporcdo de soro e uva e a docura ideal foram
determinadas através de testes sensoriais preliminares utilizando a escala heddnica e a escala
do ideal. A bebida foi processada utilizando diferentes niveis de pressao e tempos de retencéo,
seguindo delineamento do tipo composto central. Foram realizadas andlises fisico-quimicas
(pH, acidez total, sélidos sollveis e turbidez), microbioldgicas (para coliformes a 45°C e a
35°C, aerdbios mesdfilos, fungos filamentosos e leveduras e Salmonella spp.), teor de
fenolicos totais e de antocianinas, capacidade antioxidante e cor instrumental. As
caracteristicas sensoriais das bebidas pressurizada, pasteurizada e da comercial foram
avaliadas através da escala hedbnica e da metodologia check-all-that-apply (CATA). Os
dados foram analisados através da Analise de Variancia (ANOVA), teste de médias de Tukey,
Andlise Multipla de Fatores (AMF) e Teste Q de Cochran, utilizando os softwares Statistica®
e XLSAT®. De acordo com os testes sensoriais, a bebida com 70% de soro, 30% de polpa de
uva, 4,3% de sacarose e pH igual a 3,8 foi considerada ideal. O processamento da bebida por
APH manteve a condicdo higiénico-sanitaria adequada e ndo houve efeito negativo no teor de
fendlicos, antocianinas e na capacidade antioxidante. Ndo houve diferenca significativa no pH
e embora a APH tenha influenciado a acidez e o teor de solidos soltveis, os resultados foram
muito préximos aos da amostra ndo processada. A tecnologia interferiu na turbidez das
amostras, bem como na cor. A aceitacdo da bebida pressurizada foi inferior (p<0,05) a
amostra comercial que também apresentou média intermediéria na escala heddnica de nove
pontos. O questionario CATA foi uma importante ferramenta para identificar as
caracteristicas sensoriais que dirigiram a preferéncia e, desse modo, contribuir nos estudos
futuros.

Palavras-chave: Alta Pressao Hidrostatica, aproveitamento de residuos, bebida de soro e uva



ABSTRACT

MORAIS, Ana Carolina Nunes de. High pressure processing of Minas frescal cheese whey-
grape juice beverage. 2015. 98 f. Dissertation (Master in Food Science and Technology).
Instituto de Tecnologia, Departamento de Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2015.

Whey is a waste product from cheese production, used by various segments of the food
industry due to its nutritional characteristics, versatility and low cost. The use of whey in
beverage formulations is one of the major strategies to use this material. Heat treatment is
commonly used as a food preservation method; however, High Hydrostatic Pressure (HHP)
processing can be an alternative, because it is capable of inactivating deteriorating
microorganisms and enzymes, while maintaining the sensory and nutritional attributes. Since
heat is not used, food products with higher quality can be obtained. The aim of this study was
to develop a nonfermented beverage using Minas frescal cheese whey and grape juice and to
investigate the effects of HHP on the conservation of this product. The study was conducted
at Embrapa Food Technology (Rio de Janeiro, RJ, Brazil). Whey and juice ratio and the ideal
sweetness were determined by primary sensory tests using hedonic scale and the “just about
right scale”. The beverage was processed using different pressure levels and holding times,
following a Central Composite Design. Physicochemical (pH, total acidity, soluble solids and
turbidity) and microbiological analyses were performed (coliforms at 45 ° C and at 35 ° C,
mesophilic aerobic, yeasts and moulds and Salmonella spp.) as well as total phenolic content
and anthocyanins, antioxidant activity and instrumental color analysis. Sensory characteristics
of the pressurized, pasteurized and one commercial beverages were evaluated using hedonic
scale and check-all-that-apply methodology (CATA). Data were analyzed by Analysis of
Variance (ANOVA), Tukey's tests, Multiple Factor Analysis (MFA) and Cochran's Q test
using Statistica® and XLSAT® softwares. According to sensory tests, the formulation with
70% of whey, 30% of grape juice, 4.3% of sucrose and pH 3.8 was considered ideal. HHP
was effective in inactivating the initial contamination of the beverage. There were no
significant negative effects on the phenolic content, anthocyanins and antioxidant activity.
There was no significant difference in pH and although HHP processing influenced the acidity
and the soluble solids content, the results were very close to the not processed sample. The
technology increased turbidity and influenced the color of the samples. The acceptance of the
pressurized beverage was lower than the commercial one (p<0,05), which presented
intermediate score in the 9-point hedonic scale. CATA questions were an important approach
to identify drivers of liking and to indicate directions for further research.

Keywords: High hydrostatic pressure, waste management, whey-grape juice beverage



Tabela 1

Tabela 2
Tabela 3

Tabela 4
Tabela 5

Tabela 6
Tabela 7

Tabela 8
Tabela 9
Tabela 10
Tabela 11
Tabela 12
Tabela 13
Tabela 14
Tabela 15
Tabela 16
Tabela 17
Tabela 18

Tabela 19
Tabela 20

Tabela 21

Tabela 22

Tabela 23

Tabela 24

Tabela 25

Tabela 26
Tabela 27

Tabela 28

LISTA DE TABELAS

Comparacdo entre a composicdo nutricional de leite e soro de leite
bovino

Composic¢éo centesimal de soro doce e soro acido

Intervalos de estudo para as variaveis experimentais com os limites
inferiores e superiores de pressédo (MPa) e tempo (min)

Delineamento experimental para o processamento por APH

Intervalos de estudo para as varidveis experimentais com os limites
inferiores e superiores de teor de agucar (%) e pH

Delineamento experimental para o teste de aceitacdo sensorial

Amostras avaliadas no teste de aceitacdo e CATA com a formulagédo
final pasteurizada (PAS), pressurizada (APH) e bebida comercial
Composicdo centesimal e caracterizacdo fisico-quimica de soro de
queijo Minas frescal in natura

Composicdo em minerais do soro de queijo Minas frescal in natura
Caracterizacdo microbiolégica de soro de queijo Minas frescal in natura
Composicdo centesimal e caracterizacao fisico-quimica de polpa de uva
in natura

Composicdo em minerais da polpa de uva in natura

Caracterizacdo microbioldgica de polpa de uva in natura

Caracterizacdo da polpa de uva quanto ao teor de compostos bioativos
Composicdo centesimal e em minerais das bebidas experimental e
comercial de soro e uva

Caracterizag&o fisico-quimica das amostras de bebida de soro e uva
Caracterizacdo quanto a turbidez das amostras de bebida de soro e uva
Avaliacdo das variaveis do DCCR para a turbidez da bebida de soro e
uva

Caracterizacdo microbioldgica das amostras de bebida de soro e uva
Caracterizacdo quanto ao teor de fendlicos das amostras de bebida de
SOro e uva

Avaliacdo das variaveis do planejamento fatorial para teor de fenolicos
da bebida de soro e uva

Caracterizacdo quanto ao teor de antocianinas das amostras de bebida
de soro e uva

Caracterizacdo quanto a capacidade antioxidante das amostras de bebida
de soro e uva

Avaliacdo das variaveis do DCCR para a capacidade antioxidante da
bebida de soro e uva

Caracterizacdo quanto aos parametros de cor das amostras de bebida de
SOro e uva

Meédias da aceitacdo® das bebidas de soro e uva

Efeito das variaveis dependentes e interacdo na aceitacdo sensorial da
bebida de soro e uva

Média de aceitacdo® global e desvio-padrdo (entre parénteses) das
bebidas de soro e uva elaboradas com diferentes teores de acgucar (pH
3,8)

Péagina
10

10
38

38
43

43
45

46
48
49
50
51
51
52
53
54
55
55

58
59

59
61
63
64
65

66
67

68



Tabela 29

Tabela 30

Tabela 31

Numero de consumidores que utilizaram os termos do questionario
CATA para a descrigdo sensorial das seis bebidas de soro e uva e da
bebida ideal

Média de aceitacdo® global e desvio-padrdo (entre parénteses) das
bebidas de soro e uva processadas e comercial

NUmero de consumidores que utilizaram os termos do questionario
CATA para a descricdo sensorial das trés bebidas de soro e uva
processadas (PAS: pasteurizada; APH: pressurizada e C: comercial) e
da bebida ideal

70

73

74



Quadro 1
Quadro 2

Quadro 3

LISTA DE QUADROS
Péagina

Efeitos da APH sobre caracteristicas fisico-quimicas de produtos 26

lacteos e produtos de frutas e vegetais
Efeitos da APH sobre a capacidade antioxidante em produtos de 27

frutas ou vegetais
Analises microbioldgicas realizadas na matéria-prima e na bebida 37



Figura 1
Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura7

Figura 8
Figura 9
Figura 10
Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16

LISTA DE FIGURAS

Fluxograma de fabricagéo de queijo Minas frescal (SILVA, 2005).

Principais paises e categorias de alimentos envolvidos no lancamento
de novos produtos a base de soro no ano de 2008 (adaptado de 3A
BUSINESS CONSULTING, 2009).

Niveis para agregar valor ao soro de queijo utilizados pela industria e
algumas aplicabilidades (adaptado de 3A BUSINESS CONSULTING,
2009).

Percentual de equipamentos de APH em relacdo a diferentes segmentos
da industria de alimentos (PURRQY, 2013).

Gréafico que explicita as variaveis que condicionam o processamento
por APH, onde P;: pressdo ambiente; P4: presséo final; T,: temperatura
antes do processo; T,: temperatura maxima do processo; Ti:
temperatura final (adaptado de BALASUBRAMANIAM et al., 2004).
Alteracbes em L* para diferentes produtos apos o processamento de
APH (adaptado de BARBA et al. 2012a).

Etapas para a fabricacdo de queijo Minas frescal e obtencdo de soro.
Selecéo do leite (A); Aquecimento do leite (B); Adigédo do coalho (C);
Ponto de corte da coalhada (D); Corte da coalhada com as liras (E);
Aspecto dos grdos (F); Enformagem (G); Dessora dos queijos (H);
Obtencéo do soro (1).

Fluxograma de obtencdo e processamento da bebida de soro e uva.

Equipamento de APH Stansted Fluid Power.
Bebida de soro e uva em sacos de polietleno antes da pressurizacao.

Superficie de resposta (a) e curvas de contorno (b) em funcéo de tempo
e pressao para a turbidez da bebida de soro e uva.

Superficie de resposta (a) e curvas de contorno (b) em funcéo de
pressao e tempo para o teor de fendlicos na bebida de soro e uva.
Superficie de resposta (a) e curvas de contorno (b) em funcdo de
pressdo e tempo para a capacidade antioxidante na bebida de soro e
uva.

Determinacdo da docgura ideal para a formulacdo de bebida de soro e
uva.

Termos sensoriais e hedonicos utilizados para descrever as amostras
nas duas primeiras dimensbes da AMF da contagem do CATA
considerando a tabela de contingéncia com os resultados das seis
amostras (a) Representacdo gréfica dos termos e (b) representacdo das
seis bebidas de soro e uva.

Termos sensoriais e heddnicos utilizados para descrever as amostras
nas duas primeiras dimensdes da AMF da contagem do CATA
considerando a tabela de contingéncia com os resultados das seis
amostras e as mengdes do CATA para a bebida ideal. (a)
Representacdo gréfica dos termos e (b) representacdo das seis bebidas
de soro e uva.

Pagina

11

12

17

18

29

34

35
40
40
56

60

64

68

71

72



ABNT
Abs
ABTS
Am
AMF
ANOVA
AOAC
AOCS
APH
AUsAID
BSA
CADEG

CATA
DBO
DCCR
DCNT
DO
DPPH
DQO
DTAs
Embrapa

Embrapa-CTAA

FAO
FDA
FD
FRAP
JAR
MAPA
MSR
OMS
ONU
ORAC
pH

PM
RIISPOA

TEAC
UFC
USDA

LISTA DE SIGLAS

Associagdo Brasileira de Normas Técnicas
Absorbancia

2,2 -azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)
Antocianinas Monoméricas

Anélise Mdltipla de Fatores

Anadlise de Variancia

The Association of Analytical Communities
American Oil Chemists’ Society

Alta Pressdo Hidrostéatica

Agéncia Australiana para o Desenvolvimento Internacional
Albumina de Soro Bovino

Centro de Abastecimento do Estado da Guanabara (Mercado
Municipal do Rio de Janeiro)

Check-All-That-Aply

Demanda Bioldgica de Oxigénio

Delineamento Composto Central Rotacional

Doencas Cronicas Nao Transmissiveis

Densidade Otica

Radical Scavenging Assay

Demanda Quimica de Oxigénio

Doengas Transmitidas por Alimentos

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
Embrapa Agroindustria de Alimentos

Food Agriculture Organization

Food and Drug Administration

Fator de Diluicédo

Ferric-Reducing Antioxidant Power

Just About Right Scale

Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento
Metodologia de Superficie de Resposta

Organizagdo Mundial da Sadde

Organizacdo das Na¢6es Unidas

Oxygen Radical Absorvance Capacity

Potencial hidrogeniénico

Peso Molecular

Regulamento da Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de
Origem Animal

Trolox Equivalent Antioxidant Capacity

Unidade Formadora de Col6nia

United States Department of Agriculture



SUMARIO

LINTRODUGAO ...ttt 1
2 OBJIETIVOS ...ttt ettt b et b s ettt e sttt e e be bt eneere e 3
P O oY= ANV o T 1 - OSSR 3
2.2 ODjJetiVOS ESPECITICOS ... .cueiuiiiiieiieieiee e e 3
3REVISAO DE LITERATURA ...ttt 4
3.1 Industria de Laticinios e Geragao de ReSIAUOS..........ccceeveiieiieiiciesece e 4
3.1.1 Producéo de leite e derivados lacteos no Brasil € Nno mundo ..........ccccceevveiveieiieieenn, 4
3.1.2 Producéo e consumo de queijos N0 Brasil € N0 MUNAO ........c.coveviriineeienie e 5
3.1.3 Geracdo e aproveitamento de residuos agroindUSEIIaIS ..........ccveveeeveeriererese e 6
3.1.4 Geracao e SOr0 A€ QUETJO ..ecuveiueeiieeiecieesieetesiee st e e st te e este e s e s e tesnaesreenesraesreeneeas 7
3.1.5 Aplicac6es do soro de queijo Na INAUSTIIA........ccveieiieieeie e 9
3.2 Frutas @ COMPOSLOS BIOALIVOS ........c.coiiiiiiiiiiiiiiieieeeee et 14
3.3 Alta Press@o Hidrostatica (APH) ......coooiiiiiee e 15
3.3.1 A producao de alimentos POr APH.........covoii o 15
3.3.2 Histdrico e prinCipios da APH........ci o 16
3.3.3 Avancos do processamento de alimentos por APH.........cccovviriieiesie s 19
3.3.4 Efeitos da APH sobre constituintes do SOro de QUEIJO..........coovrereririeieriesie e 21

3.3.5 Efeitos da APH sobre seguranca microbiolégica de produtos lacteos e produtos de frutas
LR LT [=1 v LSRR 22
3.3.6 Efeitos da APH sobre caracteristicas fisico-quimicas de produtos lacteos e produtos de
TTULAS € VEGETAIS ...ttt bbbttt ettt b et be e 26
3.3.7 Efeitos da APH sobre compostos bioativos de produtos lacteos e produtos de frutas e

Y=o ] =TSSP 27
3.3.8 Efeitos da APH sobre a cor de produtos lacteos e produtos de frutas e vegetais............ 28
3.4 Analise Sensorial na INovagdo de ANMENTOS..........cooeiiirireire e 30
3.5 Planejamento EXPErimental ..o s 31
4 MATERIAL E METODOS ...ttt 33
Y - L] =Y PRSP PRRTR 33
1 1= 0o [0 SR 33
4.2.1 ODEENGAD U0 SOND ...ttt ettt bbbttt sttt e enes 33
4.2.2 Obtencgdo de bebida de SOI0 € UVA .........cceeiiiiiiiiiieie e e 34

4.2.3 Determinacgdo da composicao centesimal e analise de Minerais .........ccocevvvevenesvnennne. 35



4.2.4 Determinag0es FiSICO-QUIMICAS. ........cviiririririeieiete e e 36

4.2.5 Analise MICroDIOIOQICA. .........cviiiiiiiie e 37
4.2.6 Planejamento eXPerimental...........ccccvoieiieiiiie i 37
4.2.7 Processamento termico € POr APH ..o 39
4.2.8 Quantificacao de feNOIICOS tOLAIS. .......c.erviiiiriiiire e 40
4.2.9 Determinacdo de antocianinas pelo método do pH diferencial .............ccccooviniiiinennnn. 41
4.2.10 Determinacdo da capacidade antioXidante ...........ccceevereerieiiieseere e 42
4.2.11 Analise InStrumental d& COT .........oooiiiiiiiiii s 42
4.2.12 ANALISE SENSOTIAL.......eiuiiiiiiieieieiee ettt ettt renreenaanes 42
5 RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeee e eeee e see s eeneneeneneens 46
5.1 Caracterizaco da Matéria-PrimMa.........ccccoeeieiiiiiieie e 46
5.1.1 Caracterizacdo do soro de queijo Minas frescal ..........ccccocveveiiieiieii s 46
5.1.2 CaracterizaGio da polpa 08 UVA .........c.coveiiiiiiiiiiisieeeee s 49
5.1.3 Caracterizacdo centesimal e em minerais da bebida de soro e uva........c..cccccvevveierienee. 52

5.2 Efeitos da Alta Pressdo Hidrostatica (APH) nas Caracteristicas de Qualidade e

Seguranca da Bebida de SOr0 € UVa ..........ccceeiviiiiiiiecc et 53
5.2.1 Efeitos da APH sobre caracteristicas fisico-quimicas da bebida de soro e uva .............. 53
5.2.2 Efeitos da APH sobre caracteristicas microbiolégicas da bebida de soro e uva. ............. 57
5.2.3 Efeitos da APH sobre o teor de fendlicos totais da bebida de soro e uva ..............c........ 58
5.2.4 Efeitos da APH sobre o teor de antocianinas da bebida de soro e uva..........c.ccccvevneene. 61
5.2.5 Efeitos da APH sobre a capacidade antioxidante da bebida de soro e uva ..................... 63
5.2.6 Efeitos da APH sobre a cor da bebida de S0ro € Uva..........ccccoceevveiviceivece e 65
5.3 ANALISE SENSOTIAL.......cieiiiiiiiiie ettt saesrenreeneens 66
5.3.1 Primeira etapa - Testes sensoriais PrelimiNaresS..........cccvevveveieeieeiesee s seese e 66

5.3.2 Segunda etapa - Teste de aceitacdo, determinacdo da docura ideal e caracterizacao
sensorial de bebidas com diferentes teores de aGUCAr ..........coevvrereererereese e 68
5.3.3 Terceira etapa - Teste de aceitagéo e caracterizacdo sensorial de bebidas processadas..72
B CONCLUSAO. ...ttt 76
7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...t eeeses e, 78
B APENDICE ..ottt bbb 96



1 INTRODUCAO

Ao longo das Ultimas décadas, a questdo ambiental transformou-se em uma das
principais preocupacdes da sociedade, gracas a mudancas de valores éticos e ideoldgicos.
OrganizacGes governamentais e ndo governamentais, bem como a populacdo em geral, tém se
mostrado cada vez mais conscientes quanto aos danos que atividades econémicas néo
sustentaveis podem ocasionar ao meio ambiente. Por este motivo, tém crescido os esforgos
para o aproveitamento de residuos oriundos da atividade agroindustrial.

A industria de laticinios é responsavel pela geracdo de residuos solidos, liquidos e
emissdes atmosféricas passiveis de impactar o meio ambiente, com destaque para o soro de
queijo. Este subproduto tem recebido atengédo tanto por sua disponibilidade e oferecimento a
baixo custo, quanto pela capacidade poluente, se descartado sem o tratamento adequado.
Durante muito tempo, o soro foi destinado somente a alimentacdo animal ou a producgdo de
derivados de baixo valor, como a ricota. Hoje, gracas ao conhecimento sobre sua composi¢ado
nutricional, o soro tem sido também utilizado na fabricacdo de diversas categorias de géneros
alimenticios.

O interesse por alimentos saudaveis, nutritivos e de grande aproveitamento tem
crescido mundialmente, o que resulta em diversos estudos na area de produtos lacteos. Ha
uma crescente parcela da populacdo preocupada em adquirir alimentos que possam nao
somente suprir requerimentos nutricionais basicos, como também trazer beneficios adicionais
a saude. O uso de alimentos como veiculo de promogdo do bem-estar e salde e, a0 mesmo
tempo, como redutor de riscos de algumas doencas, tem incentivado as pesquisas de novos
componentes naturais, possibilitando a inovacgéo e a criagcdo de novos nichos de mercado. Por
este motivo, varios estudos buscam desenvolver produtos enriquecidos com o soro, com 0
intuito de facilitar e expandir seu consumo por grandes grupos populacionais.

Ainda no sentido de suprir tal demanda, a indudstria de laticinios tém investido em
produtos com frutas. As frutas atuam como flavorizantes, melhorando os atributos sensoriais,
favorecendo a aceitacdo mercadolégica e o aporte de nutrientes as bases lacteas tradicionais.
Além disso, agregam caracteristicas bioativas aos alimentos, devido a presenca
principalmente de vitaminas e minerais, carotenoides e compostos fenolicos.

Outra tendéncia é o desenvolvimento de alimentos que mantenham caracteristicas
sensoriais semelhantes as do alimento fresco, pois esta tem sido uma exigéncia frequente do
consumidor. O processamento convencional de alimentos comumente emprega calor, que
pode ocasionar a deterioracdo de compostos responsaveis pela cor e sabor ou a perda de valor
nutricional, o que pode comprometer a qualidade. Dentre as tecnologias de conservacao
alternativas ao processamento térmico estd a Alta Pressdo Hidrostatica (APH). A APH é um
processo nao térmico capaz de inativar microrganismos patogénicos e deteriorantes, assim
como ativar e inativar enzimas, minimizando a perda de qualidade em termos nutricionais e
sensoriais, frequentemente verificada em processos térmicos. Este método pode ser utilizado
para aumentar a vida util garantindo a seguranca microbiolédgica dos alimentos, por permitir a
inativacdo de microrganismos e enzimas indesejaveis sem afetar, significativamente, o teor de
compostos responsaveis pela qualidade sensorial e nutricional do produto. A alta pressédo tem
sido aplicada a diferentes setores da industria alimenticia, destacando-se produtos de frutas,
produtos carneos e refeicdes prontas com diferentes ingredientes.

As inovacOes na indastria de alimentos sdo frequentemente destinadas a desenvolver
produtos de substituicdo importantes, seguindo novas demandas, sejam elas nutricionais ou
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regulatérias. Os novos produtos podem ser obtidos através de inovacfes na engenharia de
processos, na formulagéo de alimentos ou nas necessidades do consumidor. O presente estudo
surge como uma oportunidade de reunir algumas destas demandas: desenvolver uma bebida
ndo fermentada a base de soro de queijo Minas frescal e fruta e processé-la por uma
tecnologia ndo convencional, visando a conversdo de um subproduto em produto de maior
valor agregado.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

> Desenvolver bebida ndo fermentada de soro de queijo Minas frescal e polpa de uva e
estudar comparativamente os efeitos da pasteurizacdo térmica e da Alta Pressdo Hidrostatica
(APH) sobre caracteristicas fisico-quimicas, microbioldgicas, sensoriais, além de determinar
os efeitos do tratamento sobre compostos bioativos e capacidade antioxidante do produto.

2.2 Objetivos Especificos

> Obter soro de queijo a partir da fabricacdo de queijo Minas frescal;

> Determinar a composicao centesimal, caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas
do soro de queijo Minas frescal;

> Determinar a composicdo centesimal, caracteristicas  fisico-quimicas e
microbioldgicas, capacidade antioxidante e teor de compostos bioativos (antocianinas e
compostos fenolicos totais) da polpa de uva;

> Formular uma bebida a base de soro de queijo Minas frescal e polpa de uva;

> Determinar o teor de acucar e o pH ideal do produto formulado;

> Submeter o produto pronto a dois processamentos de conservacao: pasteurizacao
térmica e Alta Pressdo Hidrostatica (APH);

> Estudar os efeitos dos processamentos sobre as caracteristicas fisico-quimicas,
microbioldgicas e sensoriais do produto;

> Estudar os efeitos dos processamentos sobre compostos bioativos (antocianinas e

compostos fenolicos totais) e capacidade antioxidante do produto.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Industria de Laticinios e Geragdo de Residuos
3.1.1 Producéo de leite e derivados lacteos no Brasil e no mundo

A producdo mundial de leite e derivados lacteos tem aumentado progressivamente.
Segundo a Food Agriculture Organization (FAO), houve aumento da producdo em mais de
50,0% ao longo das ultimas trés décadas, partindo de 482 milhdes de toneladas de leite em
1982 para 754 milhdes de toneladas do produto em 2012. Um dos fatores que influenciou no
aumento da produtividade foi a ampliacdo da participacdo dos paises em desenvolvimento no
mercado mundial de lacteos, que é resultante principalmente do aumento da produtividade dos
rebanhos visando atender um mercado consumidor em expansdo. O Brasil ocupa a quinta
posicdo no ranking dos principais produtores mundiais de leite, perdendo apenas para a india,
os Estados Unidos, a China e o Paquistdo (FAO, 2015a).

Em 2013, a producdo leiteira no pais foi de 35 bilhGes de litros, sendo 35% a mais que
0s 26 bilhdes contabilizados em 2007, e a expectativa era que em 2014 a produgdo aumentaria
em 5%, podendo alcancar 36,75 bilhGes de litros em um ano (MILKPOINT, 2014).

O consumo per capita de leite e derivados ainda € maior nos paises desenvolvidos.
Segundo levantamento do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), o
consumo per capita anual brasileiro é de 172,6 litros, enquanto o recomendado pela
Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) é de 200 litros por ano (PRODUCAOQ, 2014). No
entanto, esta diferenca tende a diminuir. A demanda por tais produtos (principalmente os
derivados) nos paises em desenvolvimento tem crescido com o aumento da renda da
populacdo, urbanizacdo e mudancas nos habitos alimentares (FAO, 2015b). Por este motivo,
as industrias de laticinios de todo o mundo tém passado por mudancas que as tém forcado a
reconsiderar suas estratégias de mercado. O principal desafio é enfrentar a procura por
derivados lacteos, cuja demanda mundial é crescente e superior ao suprimento de leite para as
industrias (KNIPS, 2005).

No Brasil, especificamente, a atividade leiteira ainda é bastante heterogénea com
relacdo as técnicas de producdo, ao rebanho e aos tipos de produtores. A atividade se iniciou
no pais com caracteristicas extrativistas e hoje ocupa posicdo de destaque no cenario econo-
mico nacional, sendo um dos principais itens do agronegdcio. Em 2008, o pais produziu 27,5
bilhdes de litros de leite, gerando renda de R$ 17 bilhGes, o que correspondeu a 10% do valor
gerado pela agropecuéria brasileira e 76% do valor gerado pela pecuéria (SIQUEIRA et al.,
2010). No entanto, nos anos seguintes, 0 comportamento da balangca comercial de lacteos
modificou-se e as importacdes aumentaram consideravelmente por causa do aumento do
consumo de lacteos no pais (EMBRAPA GADO DE LEITE, 2013). Ainda assim, as
projecdes de maior crescimento envolvendo a produgdo de lacteos continuam favoraveis.
Segundo 0 MAPA (BRASIL, 2013a), o leite é considerado um dos produtos que apresenta
elevada possibilidade de crescimento até os anos de 2022/2023. Hoje, o leite esta entre o0s seis
produtos agropecuarios mais importantes da economia brasileira e a atividade leiteira esta
presente em cerca de 1,3 milhdes de propriedades no pais, concentrando-se principalmente em
pequenas propriedades rurais (BARBOSA et al., 2012).

Com uma producdo constante de leite e maiores investimentos, estima-se que a
industria de laticinios brasileira também se beneficie progressivamente. Atualmente, existem
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mais de 1500 estabelecimentos de captacao de leite e producdo de derivados lacteos. Dentre
0s principais derivados, estdo doces, manteigas, bebidas lacteas fermentadas e néo
fermentadas, iogurtes e queijos (SIQUEIRA et al., 2010).

3.1.2 Producao e consumo de queijos no Brasil e no mundo

Queijo é o nome genérico dado a um grupo de alimentos a base de leite, com grande
diversidade de sabor, textura e formas. Trata-se de um concentrado lacteo constituido de
proteinas, lipideos, carboidratos, sais minerais, calcio, fosforo e vitaminas. De acordo com o
Regulamento da Inspec¢do Industrial e Sanitéria de Produtos de Origem Animal (RIISPOA),

entende-se por queijo o produto fresco ou maturado que se obtém por
separacdo parcial do soro do leite ou leite reconstituido (integral, parcial ou
totalmente desnatado) ou de soros lacteos, coagulados pela agdo fisica do
coalho, enzimas especificas de bactérias especificas, de acidos organicos,
isolados ou combinados, todos de qualidade apta para uso alimentar, com ou
sem agregacdo de substdncias alimenticias e/ou especiarias e/ou
condimentos, aditivos especificamente indicados, substancias aromatizantes
e matérias corantes (BRASIL, 1952).

A fabricacdo de queijos é uma forma de conservar o leite transformando-o em um
produto mais estavel e palatavel, cujas qualidades sdo mantidas, podendo ser padronizados ou
adaptados de acordo com as necessidades do produto (SANGALETTI, 2007). Os queijos
estdo entre os derivados lacteos de maior relevancia a nivel mundial. A Unido Europeia
domina sua producdo e consumo, seguida pelos Estados Unidos (CARVALHO et al., 2013).

No Brasil, a producéo de leite associada a alta aceitagdo do consumidor por derivados
lacteos, possibilitou o desenvolvimento de diversos tipos de queijos (BARBOSA et al., 2010).
De acordo com o United States Department of Agriculture (USDA), 670.000 toneladas de
queijos foram produzidas no Brasil em 2011, com estimativas do pais ter produzido 700.000
toneladas deste produto em 2012 (SIQUEIRA, 2013). Em 2013, os queijos registraram boa
performance em termos de vendas, tendo sua comercializagdo sido responsavel pela
movimentacdo de R$ 16,6 bilhdes no pais. Este crescimento esté relacionado ao aumento do
poder aquisitivo da populacdo e ao conhecimento dos beneficios que determinados tipos de
alimentos podem trazer a satde (EUROMONITOR, 2014).

O consumo de queijos, que em 2008 era de 3,5 kg per capita, passou a 4,66 kg per
capita em 2013, o que esta abaixo do consumo minimo recomendado pela FAO, que é de 9,0
kg per capita (USDA, 2013). Os queijos fabricados em maior quantidade no Brasil séo a
mucarela, o prato e o requeijdo, seguidos pelo Minas frescal e petit suisse (CARTA LEITE,
2010). O queijo Minas frescal, ¢ um dos queijos mais populares e genuinamente brasileiro.
Sua fabricacdo se iniciou no século XVII, em Minas Gerais, em regides onde o gado de leite
era predominante e se expandiu para todos os estados (SANGALETTI, 2007). Hoje, a
producdo concentra-se principalmente em pequenas e médias propriedades das regides Sul e
Sudeste (MILKPOINT, 2013).

O queijo Minas frescal é o queijo fresco obtido por coagulacdo enzimética do leite
bovino pasteurizado com coalho e/ou outras enzimas coagulantes apropriadas,
complementada ou ndo com acdo de bactérias lacticas especificas (BRASIL, 1952). E
classificado como semi-gordo (25 a 44% de gordura no extrato seco), de muito alta umidade
(>55%), a ser consumido fresco, de acordo com o Regulamento Técnico de Identidade e
Qualidade de Queijos. Pode ainda ser apresentado em formato cilindrico, pesando de 0,3 a 5,0
kg (BRASIL, 1997; BRASIL, 2004).



A tecnologia de fabricacdo de queijo Minas frescal é considerada relativamente
simples, uma vez que sdo utilizados equipamentos tradicionais no processo. Além disso, 0
custo de producdo é menor, pois ndo ha a necessidade de maturacdo; por isso, 0 produtor
recebe rapido retorno no investimento realizado (MAGENIS et al., 2014).

Atualmente, o queijo Minas frescal é produzido industrialmente por trés processos:
pelo método tradicional, que consiste na adi¢do de cultura latica, pela adi¢do direta de &cido
latico e, mais recentemente pelo método de ultrafiltracdo, que aumenta o rendimento dos
queijos a partir da concentracdo das gorduras e da proteina (CARVALHO et al., 2007). De
forma geral, a fabricacdo deste queijo compreende as etapas sintetizadas na Figura 1.

Pasteurizagéo

g
Preparo do leite para coagulacédo
g
Tratamento da massa
gt
Agitacédo

gt

Enformagem
g

Salga

g

Embalagem

2y

Armazenamento

Figura 1. Fluxograma de fabricagéo de queijo Minas frescal (SILVA, 2005).
3.1.3 Geragdao e aproveitamento de residuos agroindustriais

O termo "residuo™ se refere a todo material descartado nas cadeias de producdo e
consumo que, por limitacOes tecnoldgicas ou mercadologicas, ndo apresenta valor de uso ou
de mercado e, quando manejado de forma incorreta, pode resultar em impactos negativos ao
ambiente (SUCASAS, 2011). A geracéo de residuos € inerente a qualquer processo produtivo.
No entanto, as atividades industriais sdo as maiores responsaveis pela producédo de residuos e
pelo comprometimento do ambiente, através da exploracdo de recursos e da falta de
tecnologia adequada, ignorando o impacto ambiental e a escassez de recursos (LIMONGI et
al., 2013).

Durante muito tempo, os residuos industriais foram dispostos em aterros sanitarios ou
utilizados sem qualquer tipo de tratamento na alimentagdo de animais ou na producdo de
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adubo. Com o aumento da demanda da populacdo por produtos industrializados, houve
também o aumento de producédo de residuos, pois a taxa de geragdo passou a ser maior que a
taxa de degradacdo (SUCASAS, 2011). Hoje existe maior consciéncia da sociedade com
relacéo aos efeitos que a exploragdo industrial desordenada, aliada ao descarte indiscriminado
de residuos, pode causar ao ambiente. Assim, varios segmentos do mercado tem se
mobilizado para cobrar ao setor produtivo uma postura mais responsavel, que preze pelo
desenvolvimento sustentavel (PELIZER et al., 2007; SUCASAS, 2011; LIMONGI et al.,
2013).

Por parte das industrias, ainda poucas sdo aquelas que se preocupam efetivamente
quanto ao destino correto dos residuos (SERPA et al., 2009). No entanto, constantes
atualizacBes tém sido realizadas na legislacdo brasileira, referentes a residuos e ao meio
ambiente, tornando-a mais rigida neste aspecto. Além da preocupacdo com as questdes legais,
0s empresarios consideram a poluicdo um desperdicio e o investimento no meio ambiente
uma estratégia para atrair o consumidor preocupado com a aquisicdo de alimentos de
qualidade, provenientes de cadeias produtivas ambientalmente corretas, socialmente justas e
economicamente vidveis (SUCASAS, 2011).

Dentro do setor industrial, vale destacar a representatividade das atividades
agropecuarias sobre o meio ambiente. As industrias de beneficiamento de carne, pescado e
leite s@o responsaveis pela poluicdo de solos, aguas superficiais e subterraneas. Atualmente,
tém sido buscadas estratégias para o aproveitamento do material residual proveniente destas
industrias para cumprir a prerrogativa do desenvolvimento sustentavel (SUCASAS, 2011).

De acordo com a Organizagdo das Nagdes Unidas (ONU), a populagdo mundial
atingiu 7,2 bilhdes em 2013, devendo alcancar 8,1 bilhGes de pessoas em 2025 e 9,6 bilhdes
em 2050, sendo a maior parte deste crescimento principalmente em paises em
desenvolvimento e areas urbanas (ONUBR, 2013). Somado ao crescimento populacional, o
desenvolvimento econdmico e a criagdo de determinados estilos de vida geram uma tendéncia
de consumo excessivo, conduzindo ao uso indiscriminado de recursos e a geracdo de grande
volume de residuos (SUCASAS, 2011). Esta situacdo implica em maior demanda de
alimentos, para suprir as necessidades nutricionais basicas. A disponibilidade de proteinas,
entretanto, é limitada. Somente o aproveitamento racional e eficiente dos alimentos torna a
producdo suficiente em quantidade e qualidade para suprir tal demanda.

O aproveitamento de residuos surge como uma possibilidade de fazer retornar a cadeia
alimentar material de excelente qualidade bioldgica, anteriormente descartado como lixo. Se
empregada uma tecnologia adequada, este material pode ser convertido em produtos
comerciais ou matérias-primas para processos secundarios (PELIZER et al., 2007; FAO,
2013).

3.1.4 Geracdao de soro de queijo

A industria de laticinios tem sua atividade baseada na conversdo do leite em diversos
produtos, como iogurtes, sorvetes, manteiga, sobremesas e queijos. Estes derivados podem ser
obtidos por diversos processos, como pasteurizacdo, coagulacdo, filtracdo, centrifugagéo,
dentre outros (CARVALHO et al., 2013).

A industria queijeira, especificamente, é responsavel pela geracdo de trés tipos de
efluentes: o soro de queijo, resultante da producéo deste produto, o soro de queijo secundario,
resultante da producdo de ricota e as aguas residuérias, provenientes da lavagem de dutos,
tanques de armazenamento e outros equipamentos (CARVALHO et al., 2013).

O soro é obtido durante a fabricacdo de queijos ou de caseina, a partir da coagulagéo
do leite, no qual a caseina € insolubilizada pela acdo da renina, presente no coalho, que pode
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ser de origem microbiana ou vegetal. Para cada 1 ou 2 kg de queijo produzidos, gera-se
aproximadamente 8 a 9 kg de soro (CARVALHO et al., 2013; BALSASSO et al., 2011). No
entanto, o rendimento é varidvel, dependendo do tipo de queijo e das condi¢bes do processo,
que determinam a homogeneidade da dessora (SILVA, 2005).

O soro foi tratado como material de descarte por muito tempo, sendo despejado em
solos, aguas e na rede publica de esgoto sem qualquer preocupagdo com o efeito sobre o meio
ambiente (SMITHERS, 2008). Posteriormente, foi destinado a alimentacdo de animais de
producéo, como ruminantes, suinos e aves, nas formas liquida, condensada, seca ou produtos
de soro seco (CIESLAK et al., 1986; MIZUBUTI, 1994; MARTINS, 2008; DAVID, 2010).
Também foi utilizado, sob condic¢Bes controladas, como fertilizante, agindo como fonte de
carbono e nutrientes para plantas e microrganismos (PRAZERES et al., 2012). Todas essas
abordagens de gestdo foram baseadas na premissa do baixo valor econémico do material, o
que fazia com que ndo merecesse atencdo por parte da industria (SMITHERS, 2008).

Estima-se que a producdo mundial de soro de queijo seja de 180 a 190 x 10° toneladas
por ano. Entretanto, apenas 50% desta quantidade é efetivamente processada e convertida em
subprodutos (BALDASSO et al., 2011). O Brasil, mesmo com uma producao significativa de
soro, ainda € importador deste material na forma de pd. Em 2008, as importacfes atingiram
36,2 mil toneladas anuais. De acordo com dados mais recentes, somente em agosto de 2014, o
pais importou mais de 3 toneladas de soro. Estes dados evidenciam a existéncia de mercado
atrativo para a utilizacdo do soro, considerando somente a questdo da substituicdo da
importacdo. Desta forma, ha a possibilidade de transformar este subproduto em uma
oportunidade nacional, pois indlstrias do setor alimenticio e de suplementos alimentares
fazem ampla utilizacdo deste material e, para isso, recorrem, em parte, a compras externas
(FARIAS, 2012; REVISTA LEITE, 2014).

Hoje, o principal impasse para a utilizacdo do soro esta ligado a escala de producéo de
queijos. Reunir e transportar para uma processadora é condicdo indispensavel para viabilizar a
utilizacdo dessa fonte de proteina de forma econdmica, criando oportunidade de participacdo
de micro, pequenas e medias queijarias. Além da questdo de escala de producdo, as
tecnologias de armazenamento, conservagao e transporte tém implicacdes diretas sobre os
investimentos necessarios e 0s custos da logistica de coleta (CORTEZ, 2013).

A dispersdo geografica das industrias queijeiras e a deficiéncia de estatisticas de
producdo dificultam a realizacdo de estudos sobre logistica, disponibilidade e aproveitamento
do soro de queijo. Entretanto, de acordo com dados censitarios, constata-se o potencial de
perdas econdmicas e 0s impactos ambientais do descarte do soro. Além da dispersdo
territorial, a producdo de queijo caracteriza-se por duas estruturas basicas distintas: uma de
escala industrial, moderna, na qual sdo usados padrdes internacionais de qualidade e outra,
artesanal, com produtos sem padrédo bem definido, com ampla capilaridade regional. O soro
resultante destas Gltimas estruturas de producéo, pelo baixo valor comercial in natura e alto
custo de captacdo, € normalmente tratado como dejeto e lancado nos cursos dos rios sem
nenhum tratamento prévio, gerando impactos ambientais relevantes (CORTEZ, 2013).

Desde o ano de 2013, a Embrapa Agroindustria de Alimentos, em cooperacdo com a
Agéncia Australiana para o Desenvolvimento Internacional (AusAlD), tém coordenado, no
Brasil, um Projeto Internacional para o Aproveitamento de Soro, que visa dar maior
competitividade e sustentabilidade a comunidades rurais de baixa renda, como as pequenas
queijarias, a partir do aproveitamento do residuo gerado da producdo de queijos. Além de
Brasil e Australia, Colémbia, Uruguai e Argentina também estdo inseridos no Projeto, uma
vez que sdo paises com cadeias lacteas importantes e com diferentes niveis de organizagdo na
América do Sul. No Brasil, especificamente, as atividades consistem em realizar o
levantamento da producdo do soro de queijo para elaborar a modelagem da captacdo do
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produto, visando definir onde serdo instaladas unidades processadoras e 0 aproveitamento da
capacidade ociosa de unidades j& existentes, além de alternativas de agregacdo de valor
(GANDRA, 2013). A presente pesquisa € parte integrante deste Projeto, visando contribuir no
ambito das estratégias de aproveitamento racional do soro.

3.1.5 AplicacGes do soro de queijo na industria

O soro de queijo é um liquido opaco, amarelo-esverdeado e algumas vezes pode
apresentar tom azulado, estando a cor relacionada com a qualidade e a origem do leite. De
acordo com Pescuma et al. (2010), é composto de agua (93%), lactose (5%), proteinas
(0,85%), gordura (0,36%) e minerais (0,53%), incluindo NaCl e KCI, sais de célcio
(principalmente fosfato) e outros (DRAGONE et al., 2009). E rico em vitaminas
hidrossoltveis provenientes do leite, sendo elas tiamina, riboflavina, &cido pantoténico,
vitamina B6 e B12 e sais minerais, como calcio, magnésio, zinco, potassio e fdsforo
(OLIVEIRA, 2011). A cor amarelada pode ser atribuida a presenca de riboflavina (vitamina
B2). A composic¢do varia de acordo com a espécie de origem do leite (bovina, ovina, caprina
ou bubalina), raca, alimentacdo, sanidade e estagio de lactacdo dos animais (PRAZERES et
al., 2012), pelo tipo de queijo produzido ou o método para precipitacdo da caseina, por
variacdes no tratamento térmico do leite ou pela manipulacdo (MIZUBUTI, 1994).

Por conta de sua composicao, rica em lactose, proteinas e gorduras, o soro apresenta
alto poder poluente, aproximadamente 100 vezes maior que o0 esgoto doméstico (SIQUEIRA
et al., 2013). De acordo com Carvalho et al. (2013), o soro apresenta Demanda Bioldgica de
Oxigénio (DBO) > 35.000 ppm e Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) > 60.000 ppm,
devido a seu elevado contetdo de material orgéanico, principalmente lactose e lipideos. Em
outras palavras, quando disposto indiscriminadamente no ambiente, microrganismos aerdbios
passam a utilizar o oxigénio dissolvido no meio aquético para estabilizar o material organico,
baixando a concentracdo do gas na agua, podendo provocar eutrofizacdo de rios e lagos,
morte de organismos aquaticos, surgimento de odores fétidos e dificultando o tratamento de
agua para abastecimento publico (SUCASAS, 2011). Além disso, a elevada salinidade deste
material pode afetar negativamente a estrutura dos solos, diminuindo sua permeabilidade e
aeracdo (PRAZERES et al., 2012). O tratamento do soro é oneroso para a industria,
principalmente para 0s pequenos produtores, e consiste em processos bioldgicos que devem
ser cuidadosamente controlados. O alto percentual de agua presente no soro de queijo in
natura torna dispendiosa sua desidratacdo e impossibilita o armazenamento prolongado
(SIQUEIRA et al., 2013).

Aproximadamente 50% dos solidos presentes no leite estdo no soro. O alto teor de
solidos esté diretamente relacionado ndo somente ao elevado poder poluente do material, mas
também a sua boa qualidade nutricional, devido principalmente a presenca de agucares e
proteinas. A lactose representa em torno de 75% dos solidos do soro. As proteinas
correspondem a aproximadamente 50% f-lactoglobulina, 20% o-lactoalbumina, 15%
glicomacropeptideo e 15% proteinas menores e peptideos mais simples (imunoglobulina,
lactoferrina, lactoperoxidase, albumina de soro bovino, lisozima e fatores de crescimento). Na
Tabela 1 ¢ ilustrada a composicdo nutricional do leite e do soro de leite bovino.



Tabela 1. Comparacdo entre a composi¢ao nutricional de leite e soro de leite bovino

Conteudo (% m/v)

Componente )
Leite Soro
Caseina 2,8 <0,1
Proteinas do soro 0,7 0,7
Lipideos 3,7 0,1
Cinzas 0,7 0,5
Lactose 4,9 4,9
Solidos 12,8 6,3

Fonte: SMITHERS, 2008.

Sob o ponto de vista industrial, hd dois tipos principais de soro: doce e acido,
classificados pela acidez total ou contetdo em &cido latico. O soro &cido é obtido pela
acidificacdo direta do leite, como no caso da producdo de queijo cottage, apresentando pH
entre 4,3 a 4,6. O soro doce apresenta pH de 6,3 a 6,6 e € obtido por coagulagcdo enzimética do
leite, pela adicdo da renina, que tem a propriedade de coagular a caseina. E um soro resultante
da producéo de certos tipos de queijos, como o Cheddar, Emmental ou o queijo Minas frescal.
O soro doce tem maior teor de lactose quando comparado ao soro acido, pois neste Gltimo
uma parcela da lactose é transformada em &cido latico durante a fermentag&o. Por outro lado,
0 soro acido possui maior concentracdo de sais minerais (MADUREIRA et al., 2007;
PELEGRINE; CARRASQUEIRA, 2008; ALVES et al., 2014).

A busca por novos produtos fez a industria de alimentos perceber que os consumidores
estdo cada vez mais preocupados com a saude, e que desejam ingerir alimentos saudaveis e,
de preferéncia, capazes de prevenir doencas. A industria reconheceu gque o soro de queijo é
bastante versatil em sua aplicacdo e que, além disso, apresenta propriedades funcionais. Os
produtos a base de soro sdo de grande importancia para o setor industrial, incluindo o
segmento de alimentos nutracéuticos ou funcionais (THAMER; PENNA, 2006).

Quanto as aplicacdes industriais, o soro acido pode ser utilizado como realcador de
sabor de molhos cremosos para saladas, retentor de &gua, emulsificante e como fonte de
calcio. O soro doce é utilizado em produtos de panificacdo, salgadinhos, sorvetes e
sobremesas lacteas (PELEGRINE; CARRASQUEIRA, 2008). Estes soros apresentam
composicdes diferentes, conforme a Tabela 2 .

Tabela 2. Composicdo centesimal de soro doce e soro acido

Componente (%) Soro doce Soro acido
Proteina 0,8 0,7
Lactose 49 4.4
Minerais 0,5 0,8
Gordura 0,2 0,04

Agua 93,0 93,5

Fonte: ORDONEZ, 2005.

A Figura 2 mostra os paises que mais langaram novos produtos com soro na
composic¢ao no ano de 2008 e as principais categorias de alimentos envolvidas.
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Figura 2. Principais paises e categorias de alimentos envolvidos no langcamento de novos
produtos a base de soro no ano de 2008 (adaptado de 3A BUSINESS CONSULTING, 2009).

As proteinas do soro tém recebido atencdo, pois apresentam valor bioldgico superior a
caseina e as proteinas do ovo e da soja, principalmente devido ao alto contetdo de
amino&cidos essenciais de cadeia ramificada (isoleucina, leucina e valina). Além do valor
bioldgico, possuem peptideos bioativos, que podem atuar como agentes antimicrobianos, anti-
hipertensivos, anti-tumorais, antioxidantes e imunomoduladores (PESCUMA et al., 2010). No
ambito da industria de alimentos, elas recebem atencdo em virtude de suas propriedades
fisicas, como solubilidade, ligacdo e absorcédo de agua, viscosidade, geleificacdo, elasticidade,
emulsificacdo e formacdo de espuma. Por isso, 0 soro € utilizado na producdo de concentrados
e isolados proteicos, que sdo aplicados a diversos géneros alimenticios (produtos lacteos,
carneos, panificacdo, sopas e sobremesas) (MARQUES, 2012; ALVES, 2014).

Pode-se, portanto dizer que o soro foi "redescoberto” pela indUstria e que a gestdo
deste material tem sido realizada buscando sua valorizacéo. Existem tecnologias de diferentes
complexidades para a obtencdo de subprodutos oriundos do soro, que por sua vez também
apresentam valor agregado de niveis distintos, conforme demonstra a Figura 3. Os processos
de valorizacdo vao desde a sua incorporacdo em bebidas ou outros alimentos, até e a aplicacédo
de processos fermentativos para obter produtos como &cidos organicos, biopolimeros e
bacteriocinas (MOLLEA et al., 2013).
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Figura 3. Niveis para agregar valor ao soro de queijo utilizados pela industria e algumas
aplicabilidades (adaptado de 3A BUSINESS CONSULTING, 2009).

A utilizacdo do soro em sua forma liquida para a producao de bebidas é uma opcéo de
aproveitamento do soro, bastante viavel por sua praticidade (SERPA et al., 2009). O mercado
de bebidas de base lactea e frutas tem crescido, pois além de apresentarem caracteristicas
sensoriais favoraveis, possuem o apelo da saudabilidade (SIQUEIRA et al., 2013). Uma das
principais alternativas de utilizagdo do soro no Brasil compreende a formulacdo de bebidas
lacteas, que, de acordo com a legislacdo brasileira (BRASIL, 2005), é o produto resultante da
mistura de leite (in natura, pasteurizado, esterilizado, UHT, reconstituido, concentrado, em
po, integral, semidesnatado, parcialmente desnatado ou desnatado) e soro de queijo (liquido,
concentrado ou em p@d), adicionado ou ndo de produto(s) ou substancia(s) alimenticia(s),
gordura vegetal, leite(s) fermentado(s), fermentos lacteos selecionados ou outros produtos
lacteos, e cuja base lactea represente no minimo 51% dos ingredientes. A aromatizacdo das
bebidas é normalmente melhorada com o acréscimo de polpas de frutas, tornando a aceitacéo
do produto mais representativa, além de ser uma solucdo para o problema do excedente de
producdo e/ou pouco aproveitamento de frutas, que ndo estdo aptas ao consumo “de mesa” ou
para exportacdo (SIQUEIRA et al., 2013).

Embora, por muito tempo, o soro tenha sido tratado como material de descarte,
durante a década de 70, alguns pesquisadores comecaram a avaliar a possibilidade de
incorporagdo do mesmo a bebidas. Desta forma, algumas formulagdes foram desenvolvidas
buscando seu aproveitamento integral, combinando-o principalmente com frutas citricas,
consideradas mais compativeis com o sabor do soro. Deste periodo, vale destacar o estudo de
Holsinger (1974), que discorreu sobre as primeiras bebidas a base de soro e fruta. Os autores
agruparam as bebidas em (1) bebidas de soro integral, (2) bebidas nédo alcoolicas a partir de
soro desproteinado, (3) bebidas alcodlicas a partir de soro e (4) bebidas proteicas. O grupo de
bebidas ndo alcodlicas de soro desproteinado agrupou duas subclasses: as fermentadas e as
ndo fermentadas. No grupo das bebidas alcodlicas, foram consideradas as bebidas contendo
menos de 1% de alcool, cervejas de soro, vinhos de soro e bebidas alcoolicas contendo
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proteinas. As bebidas proteicas de soro foram assemelhadas a leite ou refrigerantes, se
carbonatadas. Analisando esta amplitude de tipos de bebidas & base de soro em uma época em
gue o material era majoritariamente descartado como residuo, tem-se a dimensdo das
possibilidades de desenvolvimento de novos produtos com este importante subproduto da
industria queijeira. Segundo os autores 0 metodo mais barato e eficiente de preparar bebidas
de soro consiste em drenar 0 soro do tanque de queijo, pasteurizar, desodorizar se necessario,
saborizar apropriadamente e embalar para consumo posterior.

Ha& estudos recentes envolvendo o desenvolvimento de bebidas de soro em varios
paises. Sikder et al. (2001) formularam blends de soro, utilizando diferentes teores de polpa
de manga (8 a 12%). Yadav et al. (2010) desenvolveram uma bebida de soro, banana e extrato
de plantas medicinais (Mentha arvensis), que apresentou caracteristicas sensoriais favoraveis
até o 15° dia de armazenamento sob refrigeracdo. J& Singh e Singh (2012) formularam uma
bebida energética pronta para consumo a partir de soro e polpa de manga. Baccouche et al.
(2013) desenvolveram uma bebida de soro acido e Opuntia spp., uma fruta nativa da Tunisia,
variando concentracdo de acUcar, pectina e tratamento térmico do soro.

No Brasil, Pelegrine e Carrasqueira (2008) desenvolveram refresco de inhame
enriquecido com proteinas e sais minerais do soro e um suco de abacaxi, enriquecido apenas
com sais minerais, para beneficiar as pessoas alérgicas as proteinas do soro. Ambos 0s
produtos apresentaram boa aceitabilidade sensorial. Cruz et al. (2009) formularam bebida de
soro de queijo manteiga e acerola, que demonstrou ter bom potencial comercial, devido a
qualidade nutricional diferenciada (alto teor de aminoacidos e vitamina C). Guedes et al.
(2013) produziram bebidas a base de soro oriundo de queijo coalho com frutas e hortaligas.
Na formulacéo das bebidas, foram utilizadas diferentes propor¢oes de soro, frutas e hortalicas,
com adicdo de 10% de acucar. Seis bebidas foram formuladas e submetidas a um teste de
preferéncia, e as trés primeiras colocadas foram submetidas a um segundo teste, de aceitacao
sensorial, sendo a bebida de soro e graviola considerada a mais gostada.

A possibilidade de mistura do soro de queijo com frutas e/ou hortalicas para a
obtencdo de bebidas, produtos lacteos, sopas e sobremesas tem como beneficio um produto
constituido de fibras, vitaminas e sais minerais, sendo uma alternativa na composicao de
dietas de grupos institucionais incluindo asilos, hospitais, creches, merenda escolar, entre
outros, além de atender a demanda do mercado por uma variedade maior de produtos dessa
natureza (GUEDES et al., 2013).

As empresas Batavo® e Tirol® j& inseriram no mercado produtos que definem como
sendo a base de nutrientes do soro e suco de fruta (Hidra® e Frutein®), que se enquadram na
categoria de "bebida composta de fruta”, descrita pelo Decreto n. 6.871, de 2009 e pela
Instrucdo Normativa n. 19, de 2013. Para que o produto seja considerado bebida composta de
fruta, de polpa ou de extrato vegetal, o ingrediente de origem vegetal deve predominar sobre o
ingrediente de origem animal, o que é obtido pela maior propor¢do quantitativa de sucos de
frutas, vegetais, polpa de frutas ou extratos vegetais, ou de qualquer associacdo destes.
Bebidas compostas de frutas resultam da mistura de suco, polpas e extratos vegetais
isoladamente ou combinados, com produto de origem animal, adicionadas ou ndo de acUcar e
contando com pelo menos 10% de fruta (BRASIL, 2009; REVISTA BRF ONLINE, 2012;
REVISTA LATICINIOS, 2012; BRASIL, 2013b).

Estas bebidas sdo préaticas e comercializadas em embalagens do tipo Tetra Pack®. No
entanto, apresentam em sua composicdo varios aditivos, como aromatizantes, acidulantes,
estabilizantes, conservantes, corantes e espessantes. Hoje, a tendéncia é que o consumidor
opte por alimentos mais saudaveis, frescos, palataveis e livres de aditivos, o que estimula a
pesquisa por produtos mais naturais. Por este motivo, as pesquisas na area visam O
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desenvolvimento de alimentos inovadores com estas caracteristicas, seja por causa de sua
formulacao ou pelo processo tecnolégico empregado.

3.2 Frutas e Compostos Bioativos

Atualmente, doengas cronicas ndo transmissiveis (DCNT), como diabetes, cancer e
doencas cardiovasculares, sdo apontadas como a principal causa de morbimortalidade no
mundo. Evidéncias epidemioldgicas sugerem que dietas ricas em frutas e vegetais diminuem o
risco de incidéncia destas patologias, pois 0s compostos bioativos presentes nestes alimentos
sdo associados com beneficios a saude (ZHANG et al., 2013).

O maior conhecimento do consumidor sobre o valor nutritivo e efeitos terapéuticos de
frutas tem feito com que seu consumo aumente, direta e indiretamente. Na Gltima década,
surgiram novos produtos a base de leite e frutas no mercado europeu e norte-americano, com
boa aceitacdo e alto valor nutricional, o que pode ser atribuido ao contetldo de compostos
bioativos (BARBA et al.,, 2012a). As frutas agregam valor, favorecem a aceitacdo
mercadoldgica, pois muitas pessoas ndo apreciam o sabor de leite puro, e aumentam o aporte
de nutrientes as bases lacteas tradicionais (SIQUEIRA et al., 2013).

Frutas e vegetais contém fitoquimicos, como compostos fendlicos, carotenoides,
acido ascérbico e tocoferois. Os fitoquimicos sdo antioxidantes naturais, devido a capacidade
de retardar ou inibir a oxidagao resultante da a¢do dos radicais livres (BURIN et al., 2010).

Compostos fendlicos sdao metabolitos secundarios dos vegetais, envolvidos na
reproducdo, defesa contra radiacdo ultravioleta e patdgenos. Apresentam atividade
antimicrobiana, antialergénica, antiaterogénica, anti-inflamatoria, antitrombotica, efeitos
cardioprotetivos, vasodilatadores e atividade antioxidante. Quimicamente, 0S compostos
fenolicos apresentam um anel aroméatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, variando
de moléculas simples até estruturas altamente polimerizadas. Os compostos fendlicos de
maior ocorréncia na natureza apresentam-se conjugados com monossacarideos e
polissacarideos, através de um ou mais grupos fenolicos, e podem também ocorrer como
derivados funcionais, como ésteres e metil-ésteres (BALASUNDRAM et al., 2006).

A capacidade antioxidante dos compostos fendlicos depende da sua estrutura,
particularmente do nimero e posicdo dos grupos hidroxila e da natureza das substitui¢cbes nos
anéis aromaticos. Existem cerca de 8.000 compostos fenolicos na natureza, divididos em
classes de acordo com a estrutura quimica: flavonoides, acidos fendlicos, taninos e estilbenos.
Flavonoides e 4&cidos fendlicos sdo os de maior relevancia com relacdo a dieta
(BALASUNDRAM et al., 2006).

O suco de uva é rico em compostos fendlicos, responsaveis por muitas caracteristicas
sensoriais, como cor, sabor, acidez e adstringéncia. Dentre eles, estdo os flavonoides
(flavanois, flavonois e antocianinas), além dos compostos nao flavonoides, como os acidos
fendlicos e o estilbeno resveratrol. Os flavonois sdo representados principalmente pelo
kaempferol, quercetina e miricetina, além de derivados metilados, como a isoramnetina, de
grande interesse pela elevada capacidade antioxidante. Entre os flavanois, catequinas,
epicatequinas e procianidinas ganham destaque, pelo potencial antimicrobiano e antifingico.
Quanto as antocianinas, as principais encontradas em sucos sdo malvidina, cianidina,
delfinidina, petunidina, peonidina e pelargonidina (LIMA et al., 2014).

As antocianinas sdo um grupo de pigmentos vegetais hidrossollveis, cujo espectro de
cor vai do vermelho ao azul, apresentando-se também como uma mistura de ambas as cores,
resultando em tons de purpura. Merecem destaque, pois além de estarem relacionadas a
atividade bioldgica (antioxidante) e a prevencdo de doencas cardiovasculares, despertam
atencdo na tecnologia de alimentos, pela conferéncia de coloragdo adequada. As antocianinas
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sdo moleculas relativamente instaveis e sua cor é dependente do pH do meio, da temperatura,
da presenca de luz, do oxigénio, de enzimas e de interagcfes com outros componentes do
alimento (acido ascorbico, ions metalicos, agUcares e copigmentos). Em meios &cidos e
neutros, quatro espécies de antocianinas ocorrem em equilibrio: base quinoidal (A), cation
flavilium (AH+), pseudobase carbinol (B) e chalcona (C). As antocianinas exibem coloracéo
vermelha intensa apenas em uma faixa limitada de pH (1,0 a 3,0), que corresponde ao
equilibrio entre o cation flavilium (vermelho) e a base carbinol (incolor). Se o pH aumenta, o
cation perde um proton e ganha uma molécula de &gua para formar a pseudobase carbinol.
Esta, por sua vez, pode se equilibrar com a forma incolor de chalcona. Em pH de 4,0a 6,50
cation flavilium perde um proton, formando uma base quinoidal de cor purpura clara, que
lentamente se hidrata para a pseudobase carbinol, com desaparecimento progressivo da cor.
Todas as reagBes sdo endotérmicas, logo qualquer aumento de temperatura favorece a
formacéo de chalcona e, portanto, a descoloracdo (ALIBERT], 2009).

Os é&cidos fendlicos, como os &cidos galico, cafeico e clorogénico, sdo derivados dos
acidos hidroxibenzoico e hidroxicinamico, e tém sido estudados por sua acao antioxidante e
vasodilatadora. Também os estilbenos, principalmente o trans-resveratrol, sdo associados a
beneficios & salide (DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004; BURIN et al., 2010; LIMA et
al., 2014). Devido as propriedades bioldgicas e nutricionais da uva, e ao fato destas
caracteristicas estarem presentes em seus derivados, os produtos a base desta fruta tém
conquistado o mercado consumidor (MONARETTO, 2013).

3.3 Alta Pressao Hidrostatica (APH)
3.3.1 A producéo de alimentos por APH

O mercado consumidor esta cada vez mais consciente com relagdo a qualidade geral
dos alimentos e a requisitos de seguranca alimentar. A crescente demanda por produtos mais
saudaveis e nutritivos estimula a industria a investir em novos produtos e novas tecnologias,
ditas ndo convencionais e caracterizadas pela ndo utilizacdo do tratamento térmico (DELIZA
etal., 2003).

Devido & pasteurizacdo e esterilizagdo muitas vezes ndo satisfazerem a demanda por
produtos que mantenham tais atributos de qualidade, varios estudos buscam a utilizacdo de
tecnologias diferenciadas para a producdo de alimentos. Processos que fazem uso do calor de
forma ndo convencional, tais como o0 aguecimento 6hmico e por micro-ondas, e processos nao
térmicos como irradiacdo, alta pressdo hidrostatica (APH), ultrassom, filtracdo por
membranas, pulsos elétricos, pulsos de luz e campo de ondas magnéticas, sdo pesquisados
como alternativas para a conservacao de alimentos (SMELT, 1998).

A tecnologia de APH oferece diversas vantagens para a conservacdo de alimentos,
dentre as quais se pode citar (1) homogeneidade do tratamento, uma vez que a pressao é
aplicada uniformemente e ao redor de todo o alimento, (2) impacto minimo pelo calor, (3)
vida de prateleira dos produtos semelhante a dos alimentos tratados por pasteurizacao térmica,
mantendo parametros de qualidade nutricional e sensorial e (4) pequena quantidade de energia
necessaria para comprimir um sélido ou liquido a 500 MPa, em comparagdo com o
aquecimento a 100°C. Assim, a tecnologia de pasteurizacdo a frio estd ganhando
aplicabilidade no processamento de alimentos, principalmente aqueles que apresentam
elevada acidez. Além dos beneficios para o consumidor e para 0 meio ambiente, devido a
necessidade reduzida de energia, a metodologia de APH ¢ aplicavel para alimentos
embalados, tornando obsoletos os esforcos para prevenir recontaminacdo ou o uso de
processos de enchimento assépticos (PEREIRA; VICENTE, 2010).
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3.3.2 Historico e principios da APH

Os primeiros estudos referentes ao emprego da APH foram realizados ao final do
século XIX, na Franca. Certes (1883) encontrou bactérias viaveis em amostras de agua
obtidas de 5.100 metros de profundidade (equivalente a aproximadamente 50 MPa) e estudou
a resisténcia destes microrganismos a alta pressdo, utilizando um aparelho que poderia
alcancar pressdes de até 650 MPa (CERTES, 1884 apud KNORR, 1995). J& as primeiras
pesquisas referentes a APH e a preservacdo de alimentos se deram em 1899, com o pioneiro
estudo de Bert Hite, que foi o primeiro a relatar o efeito da APH sobre o leite, submetendo-o a
uma pressdo de 650 MPa e obtendo reducdo significativa no nimero de microrganismos
viaveis, 0 que consequentemente demonstrou um aumento da vida de prateleira do produto
(HITE, 1899). Em 1914, Bridgman publicou um trabalho sobre a coagulacdo de albumina de
ovo pela aplicacdo de alta pressdo, observando que as propriedades eram diferentes dos géis
obtidos pela coagulacéo pelo calor (BRIDGMAN, 1914).

Nas décadas seguintes foram escassas as pesquisas sobre APH na area de alimentos, o
que pode ser atribuido a falta de um equipamento adequado para as opera¢des (HUPPERTZ et
al., 2002), aléem do amplo desenvolvimento e aplicacdo industrial dos processos térmicos a
produtos alimenticios, devido notadamente a garantia de sanidade e extensdo de vida de
prateleira, a despeito de limitacGes de qualidade sensorial e nutricional. Ao longo desse
periodo, merecem destaque a pesquisa de Payens e Heremans (1969), que avaliaram o efeito
da alta pressdo sobre a B-caseina do leite, e de MacFarlane (1973), que avaliou o efeito da
pressdo sobre 0 amaciamento de carne.

Por muitos anos, a APH manteve-se restrita a outros setores industriais, como a
producdo de ceramicas, materiais compostos, grafite e plasticos. Entretanto, foi a intensa
aplicacdo deste método durante as décadas de 1970 e 1980 nestas industrias que fomentou a
possibilidade de aplicacdo na area alimentos a nivel industrial (SMELT, 1998). Os primeiros
produtos alimenticios processados por APH e destinados ao comércio surgiram no Japéo, no
ano de 1991, como consequéncia da implementacdo do Programa Japonés em Tecnologia de
Alta Pressao aplicada a alimentos processados (TRUJILLO et al., 2002).

Produtos elaborados a partir da APH, incluindo preparados de frutas, bolinhos de arroz
e lula crua foram inicialmente disponibilizados no mercado japonés. Posteriormente, varios
produtos pressurizados passaram a ser comercializados, como sucos de frutas na Franca,
arenque, salméo e ostras no Japdo e EUA; carnes de porco na Espanha e EUA; presunto
cozido fatiado na Espanha; roast beef e salsichas, espaguete com molho de carne e produtos a
base de arroz, puré/pasta de abacate nos EUA e iogurte com frutas no Japdo, Itdlia e EUA
(SMELT, 1998; TRUJILLO et al., 2002). Na Figura 4, é ilustrada a representatividade de cada
segmento de produtos na industria de alimentos pressurizados.
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Figura 4. Percentual de equipamentos de APH em relag&o a diferentes segmentos da inddstria
de alimentos (PURRQY, 2013).

A conservacdo de alimentos utilizando APH é uma tecnologia de grande potencial.
Consiste em submeter alimentos liquidos ou sélidos a pressdes entre 100 MPa e 800 MPa,
associada ou ndo com certa elevacdo da temperatura, podendo o alimento estar ou nao
embalado (FDA, 2011). Alguns autores relatam que a pressdo aplicada no processo pode
variar de 100 a 1000 MPa, ou além deste valor, dependendo do microrganismo que se deseja
inativar (CHEFTEL, 1995; SMELT, 1998).

O processo de APH segue o principio isostatico, ou principio de Pascal, em que a
pressdo é transmitida uniformemente e quase que instantaneamente por todo o alimento,
independente de sua massa, tamanho ou composicao. Sob pressdo, as biomoléculas obedecem
ao principio de Le Chatelier-Braun que favorece as reacdes que promovem a diminuicdo de
volume do alimento. O processo afeta substancialmente ligacGes ndo covalentes, gracas a
sensibilidade destas perante a pressdo. Os compostos de baixo peso molecular, como
compostos volateis, pigmentos e vitaminas, responsaveis pelas caracteristicas sensoriais e
nutricionais, nao sdo afetados, porém os componentes de alto peso molecular, como as
proteinas, responsaveis pela estrutura e funcionalidade em alimentos, sdo mais suscetiveis a
pressdo (CHAWLA et al., 2011).

A condicdo adiabéatica do processo faz com que, independentemente do tamanho e do
formato do alimento, exista pouca variacdo de temperatura com o aumento da pressdo (na
agua, em sucos de fruta e no leite, a temperatura aumenta aproximadamente 3°C, a cada 100
MPa), o que, em baixas pressdes, previne que o alimento seja substancialmente deformado ou
aquecido (TOEPFL et al., 2006). Uma das principais vantagens do emprego da APH se refere
a ndo utilizacdo intensiva do calor, o que permite que os atributos sensoriais e nutricionais do
produto permanegam praticamente inalterados. Além disso, 0 método promove injuria celular
a bactérias presentes em alimentos crus, estendendo a vida de prateleira dos produtos e
transformando favoravelmente caracteristicas de textura e outros atributos desejaveis, como
digestibilidade, gerando alimentos com melhor qualidade do que os processados pelos
métodos tradicionais (CHAWLA et al., 2011, RENDUELES et al., 2011). Além disso, a alta
pressdo pode ser utilizada como método complementar ao congelamento, descongelamento e
armazenamento em condigdes extremas (sub-zero), aproveitando a condigdo da agua manter-
se em estado liquido a temperaturas negativas, sob certos niveis de pressdo. Outra
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possibilidade é sua utilizagdo como pré-tratamento para favorecer a extracdo de compostos
bioativos (BARBA et al., 2012a).

A Figura 5 relaciona as variaveis tipicas do processo - pressao, tempo e temperatura.
Balasubramaniam et al. (2004) definem come up time, holding time/ processing time e tempo
de descompressdo como 0s parametros importantes durante o tratamento experimental com
APH. Come up time é o tempo necessario para aumentar a pressao da amostra a partir da
pressdo atmosférica e depende da taxa de compressédo, da pressdo transmitida pelo fluido e da
proporcionalidade da poténcia da bomba e o processo de pressdo requerido. Holding
time/processing time é o tempo de processo propriamente dito, durante a pressao constante
estabelecida para 0 processo, entre a compressao e o inicio da descompressdo, e o tempo de
descompressao é o tempo que reduz a pressdo submetida ao alimento processado por APH
para proximo a pressdo atmosférica.

Temperatura Presséo

-
e e ——

1@
o 0

Holding/processing ! Iy

Come up Descompressdo
Tempo

Figura 5. Grafico que explicita as variaveis que condicionam o processamento por APH,
onde P;: pressdo ambiente; P4 pressdo final, Ti: temperatura antes do processo; To:
temperatura méxima do  processo; T4  temperatura  final  (adaptado de
BALASUBRAMANIAM et al., 2004).

A APH pode inativar microrganismos e enzimas responsaveis pela diminuicdo da vida
de prateleira dos alimentos. Além de aumentar o prazo de validade dos produtos, a
possibilidade da APH modificar propriedades funcionais de componentes, tais como
proteinas, pode levar ao desenvolvimento de novos produtos, sendo também nesse sentido um
método promissor (RENDUELES et al., 2011). Além disso, trata-se de uma tecnologia
ambientalmente correta, uma vez que pode ser aplicada a temperatura ambiente, reduzindo a
quantidade de energia necessaria ao processo, em comparacdo aos métodos térmicos
tradicionais. Este processo requer apenas energia elétrica para sua operacionalizacao e, assim,
minimiza a geracdo de possiveis contaminantes ao ambiente (YALDAGARD et al., 2008).

O sistema completo de APH deve ser composto por recipiente de pressdo e seu
fechamento, sistema de geracéo e intensificagdo de pressdo, dispositivo para controle de
temperatura e demais variaveis de processo e sistema operacional (HOOVER, 1993). A
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pressurizacdo acontece a partir da insercdo de alimentos acondicionados em embalagens
flexiveis em uma camara de compressdo, que é fechada e preenchida com o meio de
transmissdo de pressdo, expulsando todo o ar. A pressurizacdo € iniciada e ao término do
ciclo, a cAmara é despressurizada (CHEFTEL, 1995; FARKAS; HOOVER, 2000).

A pressao pode ser transmitida atraves de dois métodos. No método direto, o meio de
transmissdao de pressdo contido na cAmara € diretamente pressurizado por um pistdo e gera
pressdo rapidamente. No entanto, uma limitacdo deste método € a necessidade de vedacdes
eficientes entre o recipiente de pressdo e o pistdo, fazendo com que seja restrito a
equipamentos de pequeno volume, geralmente utilizados em laboratorios e plantas piloto. No
método indireto, utiliza-se um intensificador de pressdo para bombear o meio de transmisséo
de pressdo do reservatorio para o interior da camara de pressdo ja fechada, sendo empregado
em nivel industrial devido a sua maior capacidade de alcancar niveis mais altos de pressao
(SINGH; YOUSEF, 2001).

O processamento por APH pode ser dividido em trés categorias operacionais: batelada
(descontinuo), semicontinuo e homogeneizacao (continuo). O processo por batelada é o mais
comum, por conta da simplicidade do equipamento e execucdo. O alimento é embalado e
pressurizado dentro da camara de pressdo, utilizando meio liquido que transfere pressdo ao
produto. H& baixo risco de contaminacdo cruzada e de contaminacdo em caso de falhas
operacionais. O processo semicontinuo € utilizado quando se deseja aumentar a producao do
sistema por batelada e envolve a combinacdo de multiplos recipientes de compresséo,
dispostos de forma a garantir um fluxo continuo de pressurizacao e a recuperacao de energia.

Os processos por batelada e semicontinuo podem ser utilizados tanto para alimentos
liquidos quanto para so6lidos. Em contraposicao, 0 processo por homogeneizacdo (continuo)
tem sido proposto apenas para alimentos liquidos. O equipamento é composto por tubos ou
recipientes de retencdo que promovem um tempo de tratamento especifico para o processo.
Apo6s o processamento, o alimento é acondicionado em tanques estéreis para posterior
embalagem (FDA, 2011; SINGH; YOUSEF, 2001).

3.3.3 Avancos do processamento de alimentos por APH

Atualmente, diversas empresas tém investido no desenvolvimento de equipamentos de
APH, em colaboracdo com grupos de pesquisa e a inddstria de alimentos. Ha diferentes tipos
de equipamentos, cada qual com uma caracteristica especifica de design ou funcionalidade.
Equipamentos tradicionais podem atingir 600 MPa, mas algumas empresas na Europa
(Stansted Fluid Power®) desenvolveram equipamentos pilotos capazes de atingir 1400 MPa,
a 20 - 150°C, em poucos segundos. J& a AVURE Technologies, a Hiperbaric e a Multivac
oferecem equipamentos industriais em layout horizontal ou vertical, dependendo do tipo de
alimento a ser processado e do espaco disponivel. Os equipamentos em escala industrial
dessas empresas apresentam capacidade variavel, de 35 a 320 litros na cAmara de compresséao,
sendo esta geralmente superior a 150 litros. Ha também equipamentos com capacidade de 525
e 687 litros, sendo estes utilizados para o processamento de produtos carneos e de pescado
(BERMUDEZ-AGUIRRE; BARBOSA-CANOVAS, 2011; AVURE TECHNOLOGIES,
2014; HIPERBARIC HIGH PRESSURE PROCESSING, 2014; MULTIVAC BETTER
PACKAGING, 2014).

Nos Estados Unidos, o U.S. National Advisory Committee on Microbiological Criteria
for Foods listou a APH como uma técnica de pasteurizacdo ndo térmica que pode substituir a
pasteurizacao convencional. A tecnologia também foi aprovada como método de conservacao
de alimentos pelo Food and Drug Administration (FDA) e pelo US Department of Agriculture
(USDA) (WANG et al., 2013). O metodo ainda apresenta entraves no que diz respeito a
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implementacdo na industria, por ser considerado de alto custo, principalmente no que diz
respeito ao alto capital inicial a ser investido. Atualmente, estima-se que o investimento
inicial seja de 650 mil a 2,6 milhdes de dolares, dependendo da capacidade do equipamento
(55 a 425 litros). Ainda assim, espera-se que estes custos tornem-se paulatinamente mais
acessiveis, como uma consequéncia do desenvolvimento tecnoldgico (SMELT, 1998;
MARTINEZ-RODRIGUEZ et al., 2012).

Com relacdo a fabricacdo de queijos, especificamente, a APH foi apontada como um
processo economicamente favoravel para a producdo de queijo cheddar, sendo responsavel
pela economia de cerca de 30 dodlares/1000 kg de queijo produzido, sugerindo-se que o
processo tenha a mesma viabilidade para outros tipos de queijos. Na Espanha,
especificamente, a pressurizacdo ja foi utilizada para a conservacdo de queijos e outros
recheios de sanduiches, garantindo reducéo de custos e aumento da vida de prateleira destes
produtos. A maturacdo de queijos € um processo lento e caro, por conta do tempo de
armazenamento prolongado. Varias pesquisas tém investigado a capacidade da APH acelerar
a maturacdo. Isto pode ser atribuido a capacidade que a alta pressao tem de alterar a estrutura
de enzimas e a conformacdo espacial da caseina, tornando-a mais sensivel a acdo de proteases
e/ou bactérias, e favorecendo a liberacdo de substancias responsaveis por reacfes bioquimicas
responsaveis pela maturagdo, acelerando o processo e consequentemente reduzindo custos
(SERRANO et al., 2005; MARTINEZ-RODRIGUEZ et al., 2012).

O custo médio da APH é de aproximadamente 0,05 a 0,5 ddlares por litro ou
quilograma de alimento processado. Sob condicbes especificas, como por exemplo, na
fabricacdo de alimentos prontos para consumo, o0 custo pode alcancar 0,08 a 0,22 dolares por
quilograma, o que faz com que a tecnologia seja recomendavel para produtos de alto valor
agregado. Ainda assim, sua aplicagdo é crescente e 0 mercado de produtos processados por
APH ja representa aproximadamente 2 bilhdes de délares (CRUZ et al., 2010; BERMUDEZ-
AGUIRRE; BARBOSA-CANOVAS, 2011).

Outro entrave para a APH reside no mercado consumidor. Para algumas pessoas, pode
parecer duvidoso adquirir um produto dito "pressurizado”, uma vez que 0 termo € novo e
desconhecido. Por este motivo as empresas do ramo optam por termos como "fresh” e
"pasteurizado a frio" para a caracterizacao de seus produtos (BARBA et al., 2012a).

Mesmo com algumas limitacGes, dentre as tecnologias ndo térmicas, a APH tem
apresentado alcance no mercado com produtos variados, entretanto ainda ndo ha produtos
lacteos pressurizados disponiveis comercialmente (LOPEZ-FANDINO, 2006; KADAM et al.,
2012). No Brasil, os primeiros produtos industriais (sucos de fruta) produzidos por APH
passaram a ser comercializados no ano de 2013 (NATURAL, 2013). Trata-se de sucos de
fruta integrais, nos sabores laranja; limdo; macd e uva, além dos mixes de morango e liméo;
macd e morango e laranja e macd, produzidos pela empresa paulista Natural One®
(NATURAL, 2013). Recentemente, a empresa Sadia® lancou a linha Soltissimo®, que
consiste em produtos carneos (presunto, peito de peru, mortadela defumada) e queijos (queijo
mugcarela e queijo prato) fatiados submetidos a pressurizacdo e atmosfera modificada. O
design da embalagem e o equipamento foram desenvolvidos pela empresa Multivac® Better
Packaging do Brasil e os produtos ja estdo disponiveis no comércio varejista do estado de Sdo
Paulo e no municipio do Rio de Janeiro (MULTIVAC GROUP, 2014; SADIA, 2015).

Embora a APH preserve caracteristicas nutricionais e sensoriais dos alimentos,
predizer os efeitos do tratamento exige estudo individual, devido a complexidade de
composi¢do de cada alimento e as possibilidades de mudancas e reagdes que podem ocorrer
durante a pressurizacdo. Por isso, varias pesquisas investigam a inativacdo cinética de
microrganismos e enzimas, a estrutura de biopolimeros (proteinas, polissacarideos), bem
como o efeito sobre os constituintes dos produtos alimenticios (sucos, laticinios, carnes,
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peixes, frutas e vegetais). A APH mostra-se promissora nao apenas por sua capacidade de
preservacdo dos alimentos, mas também pelo seu potencial em promover efeitos nas
propriedades tecnologicas funcionais de seus constituintes (FERREIRA et al., 2008).

3.3.4 Efeitos da APH sobre constituintes do soro de queijo

A APH afeta de forma desigual os constituintes do leite, 0 que pode ter influéncia
direta no processamento de laticinios. No que se refere ao soro, material de enfoque do
presente estudo, a pressurizagdo induz a desnaturacdo de suas proteinas, sendo a [3-
lactoglobulina, a enzima mais suscetivel a presséo, sensivel a tratamentos de 100 a 200 MPa,
enquanto a a-lactoalbumina e a albumina de soro bovino (BSA) sdo estaveis a pressdes iguais
ou superiores a 400 — 500 MPa. De acordo com Lopez-Fandifio (2006), tratamentos de 200 e
400 MPa, a temperatura ambiente, por 15 a 30 min, podem desnaturar 14 - 16% e 82-90% de
B-lactoglobulina, respectivamente. Para a-lactoalbumina, é necessario o emprego de 600 MPa
para que haja desnaturacdo de 15 - 33% da proteina, considerando leite bovino processado na
mesma condicio de tempo e temperatura (LOPEZ-FANDINO et al., 1996; LOPEZ-
FANDINO, 2006).

A variacdo na barorresisténcia das proteinas esta relacionada a espécie de origem do
leite, a estrutura molecular mais rigida da a-lactoalbumina, que possui quatro grupos
dissulfito, contra duas ligagdes dissulfito e ao grupo sulfidrila livre que a B-lactoglobulina
apresenta, tornando-a mais suscetivel. A resisténcia a alta pressdo da a-lactoalbumina também
€ maior na presenca de ions de calcio, que reforcam sua estrutura terciaria. A extensdo com
que ocorre a desnaturacdo das proteinas do soro pelo tratamento de alta pressdo, também ¢é
reduzida pela remocdo de fosfato de célcio coloidal. Temperaturas mais altas conferem
aumento na desnatura¢do pela APH da a-lactoalbumina e B-lactoglobulina, indicando um
efeito de sinergia entre temperatura e pressdo (PFLANZER, 2008).

Investiga-se o efeito da pressurizacdo sobre a producdo de isolados de proteinas de
soro com menor alergenicidade. Pressdes moderadas (400 MPa) tém sido utilizadas como
adjuvantes ao tratamento enzimatico das proteinas, favorecendo a hidrélise e a obtencdo de
produtos com reduzido potencial alergénico, expandindo o mercado consumidor (CHICON et
al., 2008; CHICON et al., 2009).

O efeito da APH sobre o teor de lactose é relevante, dada a importancia deste
carboidrato para a producdo de bebidas lacteas fermentadas e ndao fermentadas. A lactose pode
ser isomerizada em lactulose por acdo do aquecimento e, em seguida, degradar-se formando
acidos e outros acucares (CHAWLA et al. 2011). No entanto, poucos trabalhos relacionam a
influéncia da APH sobre este componente. Lopez-Fandifio et al. (1996) relatam auséncia de
alteracbes no conteldo quantitativo e qualitativo de lactose apds o tratamento do leite a
pressdes de 100 a 400 MPa, em 10-60 minutos, a 25°C, sugerindo que ndo ha reacdo de
Maillard ou isomerizagdo apds o tratamento a alta presséo.

A APH também atua sobre a gordura, com efeito dependente da magnitude da pressao
e da temperatura aplicadas no processo. Em estudo conduzido por Gervilla et al. (2001),
pressdes superiores a 500 MPa, a 25 °C e 50 °C, aumentaram o numero de glébulos de
gordura de 1 a 2 um e diminuiram os globulos de 2 a 10 um em leite de ovelha, sem causar
dano a membrana. Tal tendéncia da APH foi inversa ao que ocorre nos processos térmicos
tradicionais, que causam modificacdo da estrutura de membrana, facilitando a acdo de lipases
sobre o contetdo de gordura e favorecendo a lip6lise. Portanto, sugere-se que a pressurizagdo
reduz o teor de &cidos graxos livres, evitando a producdo de off flavours no leite e
consequentemente, garantindo melhor qualidade dos derivados.
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Com relacdo aos componentes responsaveis pelas caracteristicas nutricionais, a APH a
temperaturas moderadas rompe apenas liga¢cdes quimicas relativamente fracas, ao contrario
dos tratamentos térmicos, que podem afetar ligacdes covalentes e nao covalentes dos
alimentos. Assim, moléculas bioativas tais como vitaminas, aminoécidos, agucares simples e
compostos responsaveis pelo sabor e odor permanecem inalterados (CHAWLA et al., 2011).

3.3.5 Efeitos da APH sobre seguranca microbiologica de produtos lacteos e produtos de
frutas e vegetais

O efeito da pressurizagdo sobre os microrganismos depende das condigdes de
processamento, como pressdo, tempo, temperatura e nimero de ciclos. Pressdes entre 400 e
600 MPa, por exemplo, sdo capazes de inativar 0s principais microrganismos presentes no
leite. No entanto, ndo sdo suficientes para promover a esterilizacdo, uma vez que esporos
bacterianos sdo resistentes ao processo, podendo ser necessarias pressdes superiores a 1000
MPa para destrui-los (TRUJILLO et al., 2002).

A matriz do alimento e suas caracteristicas fisico-quimicas também sdo importantes. O
pH influencia o efeito da pressao sobre microrganismos, pois a dissociacdo idnica da agua (e
de vérios acidos fracos) aumenta sob pressdo, ocasionando diminui¢cdo do pH. Esta reducéo
pode promover desnaturacdo de proteinas e contribuir para a inativacao de microrganismos. O
pH &cido aumenta a inativacdo durante o tratamento e inibe o crescimento de células
danificadas, pois sdo mais sensiveis ao acido do que as células nativas. A atividade de agua
também afeta a resisténcia dos microrganismos a pressao, pois quanto menor ela for, mais as
células sdo protegidas da pressdo (CHEFTEL, 1995).

Com relagdo a fisiologia dos microrganismos, de forma geral, eucariotos sdo mais
suscetiveis a pressao que procariotos. Bolores, leveduras e células vegetativas sdao mais
sensiveis que esporos bacterianos e ascosporos. Em geral, pressées em torno de 300 MPa a
temperatura ambiente, por poucos minutos, sdo suficientes para inativar as primeiras formas;
no entanto para as formas de maior resisténcia sdo necessarias pressdes mais altas. Células em
crescimento exponencial sdo mais suscetiveis do que aquelas em fase estacionaria, e
microrganismos Gram positivos tendem a ser mais resistentes a pressdo que os Gram
negativos havendo, no entanto, uma variacdo consideravel na resisténcia entre estirpes da
mesma espécie (SMELT, 1998).

Como a APH afeta somente as ligagdes quimicas ndo covalentes, os microrganismos
sdo inativados sem afetar significativamente as moléculas dos componentes do alimento. As
reacOes bioquimicas da célula sdo afetadas uma vez que muitas enzimas sdo inativadas sob
altas pressdes. A membrana celular é a primeira estrutura a apresentar comprometimento com
0 aumento da pressdo. A APH provoca mudancgas na organizacdo molecular da dupla camada
de &cidos fosfolipidicos, aléem de promover a desnaturacao parcial ou irreversivel de proteinas
e enzimas, propiciando a alteracdo da permeabilidade a passagem de ions. A membrana perde
sua funcionalidade, bem como sua integridade estrutural. As modificacbes na morfologia
celular afetam a absorcdo de nutrientes e as vias metabodlicas de eliminacdo de residuos. O
colapso da membrana favorece, ainda, a perda de proteinas e RNA para 0 meio extracelular.
Com relacdo ao material genético, a APH inibe reac6es enzimaticas envolvidas na replicacéo
e transcricdo do DNA microbiano (TIBURSKI, 2009; RENDUELES et al., 2011; HUANG et
al., 2014).

E necessario salientar que leite e seus derivados, incluindo o soro de queijo, sdo
alimentos ricos em nutrientes, com alta atividade de agua e pH préximo a neutralidade, que
constituem-se em um excelente meio para o desenvolvimento de microrganismos, como as
bactérias &cido-laticas, microrganismos deteriorantes e patogénicos (CORTEZ, 2013).
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Segundo Pflanzer et al. (2008), dentre os microrganismos deteriorantes do leite e
derivados, bactérias do género Pseudomonas spp. sdo consideradas as mais importantes.
Embora ndo sejam causadoras de Doencas Transmitidas por Alimentos (DTAS), tém
importancia por serem psicrotréficas, ou seja, por sobreviverem a temperatura de refrigeragdo
e assim causar a deterioracdo de lacteos refrigerados. Com relacdo aos patogénicos, 0s
principais causadores de DTAs relacionados aos lacteos sdo Staphylococcus aureus, Yersinia
enterocolitica, Salmonella spp., Escherichia coli e Listeria spp.. Por isso, muitos estudos
avaliam a inativacdo de microrganismos patogénicos e deteriorantes (naturalmente presentes
ou inoculados no leite) pela APH (TRUJILLO et al., 2002).

Segundo Trujillo et al. (2002), em leite caprino tratado a 250 MPa, 25°C, P.
fluorescens apresentou cinética de destruicdo superior a Escherichia coli, Listeria innocua,
Lactobacillus helveticus e Staphylococcus aureus. A suscetibilidade da bactéria a pressao foi
maior quando o experimento foi realizado a temperatura de 4°C do que quando realizado a
temperatura ambiente (25°C).

Staphylococcus aureus sao microrganismos causadores de DTAs através da producao
de toxinas e estdo entre as principais bactérias causadoras de mastite em animais de produgéo.
Bozoglu et al. (2004) relataram uma inativacdo maior que 7 ciclos logaritmicos (log) quando
leite UHT foi tratado a 350 MPa, 45 °C por 10 min, tendo sido encontradas células vidveis
apenas apos 15 dias de estocagem a 4 °C. Huppertz et al. (2006) avaliaram o efeito da APH
sobre S. aureus NCTC 10652 e encontraram inativagdo de 5 ciclos log quando leite UHT foi
submetido a 600 MPa, 20°C por 30 minutos. Ja Lépez-Pedemonte et al. (2007a) inocularam
duas linhagens de S. aureus (CECT4013 e ATCC13565) em leite pasteurizado destinado a
fabricacdo de queijos e o submeteram a pressurizacdo a 300, 400 e 500 MPa, 5°C ou 20°C,
por 10 minutos. A contagem de S. aureus foi menor quanto maior o nivel de pressdo aplicado
e 0 tempo de maturagdo (tempo maximo considerado foi de 30 dias), ndo havendo influéncia
da temperatura. No entanto, foi possivel detectar a toxina em todas as amostras de queijo
contendo a linhagem ATCC 13565, antes e depois da APH e 30 dias ap6s a maturagdo, o que
sugere que mais estudos devem ser conduzidos para detectar os efeitos sobre a toxina
estafilocdcica.

Yersinia enterocolitica € uma bactéria psicrotrofica também relacionada a ocorréncia
de DTAs. Castellvi et al. (2005) inocularam leite UHT desnatado com quatro sorotipos
patogénicos de Y. enterocolitica e o submeteram a pressurizacdo, concluindo que todos os
sorotipos foram completamente inativados (reducdo de 8 ciclos log) quando as amostras
foram tratadas a 400 MPa, 20 °C, por 10 minutos.

As salmoneloses estdo entre as principais DTAs no mundo, inclusive no Brasil,
podendo estar relacionadas a diversos alimentos, dentre os quais produtos lacteos. Guan et al.
(2005) demonstraram a inativacdo de 5 ciclos log de Salmonella typhimurium DT 104 em
leite UHT integral, utilizando 450 MPa, 21 °C por 30 minutos.

Escherichia coli é o maior indicador sanitario em producdo de alimentos, e varios
sorotipos podem causar infec¢des ou intoxicacOes alimentares. Dentre estes, E. coli O157:H7
tem sido relacionado a surtos graves. Huppertz et al. (2006) relataram que em leite UHT
experimentalmente inoculado com E. coli 0O157:H7 NCTC 12079, tratamentos por
pressurizacdo, a 700 MPa, 40°C por 15 minutos e 200 MPa, 60°C por 15 minutos, foram
capazes de reduzir a contagem de bactérias em 8 ciclos log.

Listeria spp. & um patogeno de grande importancia na industria de laticinios, por conta
de sua ampla distribuicdo. Pode manter-se viavel inclusive em produtos lacteos mantidos sob
refrigeracdo ou mesmo naqueles que tenham passado por etapas de processamento, e
apresentem longa vida de prateleira (LOPEZ-PEDEMONTE et al., 2007b). Segundo Huppertz
et al. (2006), em leite UHT tratado por 700 MPa, 20°C por 10 minutos, foi possivel observar
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uma reducdo de 7,5 ciclos log na contagem de L. monocytogenes Scott A. No entanto, a maior
parte dos estudos tém avaliado os efeitos da APH em queijos para a inativacdo de Listeria
spp.. Em pesquisas conduzidas por Szczawinski et al. (1997) e Gallot-Lavallé (1998), a
pressurizacdo foi capaz de promover a inativagdo de L. monocytogenes em queijos obtidos de
leite bovino e ovino, respectivamente, sem causar prejuizo a suas caracteristicas sensoriais. Ja
Lépez-Pedemonte et al. (2007b) relataram que o emprego de APH associado ao aquecimento
brando, tempo de maturacdo adequado e refrigeracdo foram capazes de garantir a seguranca
microbioldgica de queijos.

Esporos sdo mais resistentes que células vegetativas, no entanto, também podem ser
estimulados a germinar quando expostos a pressdes da ordem de 50 a 300 MPa. Os esporos
germinados podem ser inativados pela aplicacdo de calor associada a pressdo ou por pressoes
moderadas (SMELT, 1998; CHAWLA et al., 2011).

Wuytack et al. (1998) avaliaram a indugdo da germinacéo de esporos bacterianos por
APH e demonstraram que a inativacdo a 600 MPa foi maior quando havia pré-tratamentos em
pressdes de até 200 MPa, do que em pré-tratamentos com 500 MPa, sugerindo que baixas
pressdes ativam um sistema enzimatico responsavel pela germinacdo, o que ndo ocorre em
altas pressdes. Em termos de inativacdo, para Bacillus cereus o melhor tratamento encontrado
propiciou reducdo superior a 6 ciclos log na contagem de quatro cepas, utilizando duas fases:
a primeira a 200 MPa/45 °C/10 minutos e a segunda a 200 MPa/60 °C, também por 10 min. O
resultado do tratamento combinado foi melhor que em um Unico tratamento, a 500 MPa/45
°C/10 minutos (WUYTACK et al.,, 1998). Aouhadi et al. (2013) avaliaram o efeito da
pressurizacao sobre Bacillus sporothermodurans, pela metodologia de superficie de resposta
em agua destilada e leite. Para a reducédo de 5 ciclos log na contagem de esporos no leite, as
condigdes ideais foram 495 MPa, 49°C e 30 minutos, demonstrando a eficiéncia da APH
associada a temperatura moderada para a inativacdo de esporos. Um tratamento como este
poderia ser utilizado na industria de modo a garantir a esterilidade comercial de leite, uma vez
que esporos de algumas cepas de Bacillus spp. (Geobacillus stearotermophilus) sdo comuns
nos produtos lacteos e resistentes ao tratamento UHT.

A maior parte das pesquisas envolvendo APH e lacteos referem-se a microrganismos
patogénicos e bactérias &cido-laticas. Poucos estudos trataram do efeito sobre fungos,
principalmente no escopo de produtos lacteos. Martinez-Rodriguez et al. (2014) investigaram
o efeito da tecnologia em diferentes faixas de pressdo (300, 400 e 500 MPa) sobre o
desenvolvimento micelial, viabilidade dos esporos e atividade lipolitica e proteolitica de
Penicillium roqueforti PV-LYO 10D. Os autores demonstraram que a pressurizacao foi capaz
de controlar o crescimento micelial, inativar esporos e modificar a atividade enzimatica, o que
pode ser interessante para obter queijos e outros produtos com maior vida de prateleira.

E importante destacar que os estudos que envolvem a inativacdo de microrganismos
através da APH podem ser conduzidos em solu¢do tampdo, caldo nutriente ou no proprio
alimento. De modo geral, a inativacdo em solugfes tampdo ou em caldo nutriente € mais
eficiente, o que pode ser atribuido a um efeito baroprotetor do leite sobre 0s microrganismos,
devido possivelmente ao teor de gordura, solidos e carboidratos (USAJEWICZ; NALEPA,
2006; YALDAGARD et al., 2008; AOUHADI et al., 2013).

Frutas e sucos de fruta também s&@o excelentes meios de cultura, principalmente para
microrganismos adaptados a ambientes acidos (pH<4,0), como as proprias bactérias acido
laticas, bolores e leveduras (SCOLARI et al., 2015). A APH é considerada um método
confidvel e promissor para destruir microrganismos patogénicos e eliminar grande proporcao
(> 90%) daqueles causadores de deterioracdo nestes alimentos. Diferente dos lacteos, varios
estudos envolvendo alta pressdo e produtos de fruta tém avaliado os efeitos da tecnologia
também sobre fungos. Sucos de frutas sdo normalmente processados em pressdes iguais ou
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maiores que 400 MPa por alguns minutos a temperaturas de 20°C ou inferiores. Este
tratamento reduz significativamente o numero de fungos filamentosos e leveduras
(FERREIRA et al. 2008). No entanto, para esporos ou microrganismos resistentes ao calor,
podem ser necessarios tratamentos mais intensos, conforme relatado por Hayakawa (1994) e
Patazca (2006) para Geobacillus stearothermophilus, onde a inativacdo microbiana s6 foi
possivel com 0 aumento da temperatura e da presséo.

Bayindirli et al. (2006) verificaram completa inativacdo de S. aureus, E. coli O157:H7
e Salmonella Enteritidis em sucos de maca, laranja, damasco e cereja tratados a 350MPa a
40°C por 5 minutos. Rosenthal et al. (2002), estudaram a inativacdo de Zygosaccharomyces
bailii em sucos de abacaxi, laranja, maca e tomate e observaram que um tratamento a 300
MPa, por curto periodo de tempo, foi suficiente para reduzir de 4 a 5 ciclos log nestes
substratos. Raso et al. (1999) promoveram uma inativagdo de 5 ciclos log de Z. bailii em
diversos sucos de frutas (laranja, abacaxi, macd, uva e cranberry), porém conseguiram uma
reducdo de apenas 2 ciclos log na populacdo de ascosporos no mesmo substrato. Park et al.
(2001) investigaram o efeito do tratamento com APH na inativacdo de Lactobacillus
viridescens. Foram aplicadas pressbes de 400, 500 e 600 MPa por 5 minutos, reduzindo a
contagem de células em 2, 7 e 8 ciclos log, respectivamente. A combinacdo de alta pressdo e
temperatura apresentou efeito sinérgico na inativagdo microbiana, assim como no estudo
conduzido por Scolari et al. (2015), que investigaram a inativacdo de Z. bailii e Listeria
monocytogenes em smoothies e relataram que, para ambas as espécies, foi observada maior
letalidade quando a pressdo de 300 MPa foi combinada a temperaturas de -5 e 45°C.

Para polpa de abacaxi, Marcellini (2005) concluiu que o0 processamento a
300MPa/25°C/5min reduziu a contagem de fungos filamentosos e leveduras a niveis nédo
detectaveis. Avaliando polpa de manga, Kaushik et al. (2014) observaram maior sensibilidade
de coliformes e maior resisténcia de fungos e leveduras a pressao, considerando o grupo de
microrganismos estudados (aerdbios mesofilos, coliformes, fungos filamentosos e leveduras,
psicrotroficos e bactérias acido laticas), em diferentes combinacGes de tempo e pressdo. O
tratamento de 600 MPa por 5 min foi o que teve melhor desempenho na reducdo da
microbiota concomitantemente a manutencao de caracteristicas sensoriais favoraveis. Varela-
Santos et al. (2012) demonstraram que, em suco de roma, tratamentos a partir de 350 MPa por
1,5 min foram capazes de reduzir a populacdo de aerébios meséfilos e bolores e leveduras,
para niveis minimos. Ja para Ferrari et al. (2010) e Chen et al. (2013) tratamentos a 400 MPa
por 5 min foram suficientes para a inativacdo microbiana neste mesmo substrato. A reducéo
para niveis minimos na populagédo de bolores e leveduras também foi relatada por Laboissiere
et al. (2007) para suco de maracuja processado a 300 MPa/5 min/25°C e por Tiburski (2009)
para polpa de caja processada sob pressdo igual ou superior a 300 MPa.

Assim, ressalta-se que a medida que a industria investe na APH como uma tecnologia
substituinte ou complementar aos processos tradicionais, deve-se investir também em novos
estudos que investiguem seus efeitos sobre a seguranca microbioldgica dos alimentos. Ha
certa complexidade ao considerar tal aspecto, uma vez que a barorresisténcia dos
microrganismos ndo é uniforme. A aplicacdo de condicGes inadequadas de pressdo pode ser
incapaz de impedir o desenvolvimento microbiano, resultando em falhas na seguranca
alimentar. Por este motivo, antes de desenvolver um produto por APH, deve-se compreender
as caracteristicas dos microrganismos patogénicos em relacdo a pressdo, assim como seu
comportamento apos a aplicacdo da pressao (HUANG et al., 2014).

A principal funcdo da pasteurizagdo é garantir a seguranga microbioldgica do alimento
com a inibicdo de microrganismos patogénicos, através do emprego de calor. No entanto, é
necessario avaliar cuidadosamente as condi¢Ges do bindmio tempo-temperatura para o éxito
do processo, a fim de se obter um alimento com a menor carga microbiana possivel, evitando
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possiveis danos na qualidade por conta das altas temperaturas. A APH surge como uma
alternativa viavel para inibir patogénicos, mantendo no alimento caracteristicas de um
processamento minimo (HUANG et al., 2014).

3.3.6 Efeitos da APH sobre caracteristicas fisico-quimicas de produtos lacteos e produtos
de frutas e vegetais

A determinag8o das caracteristicas fisico-quimicas dos alimentos é importante pois
indica a qualidade geral dos produtos, além de fornecer bom indicativo quanto aos atributos
sensoriais. No Quadro 1 estdo sintetizados alguns estudos que investigaram os efeitos da alta
pressdo sobre caracteristicas fisico-quimicas de produtos diversos. De forma geral, como pode
ser observado, a APH mantém as caracteristicas fisico-quimicas iniciais dos alimentos.

Quadro 1. Efeitos da APH sobre caracteristicas fisico-quimicas de produtos lacteos e
produtos de frutas e vegetais.

Condicao de

Produto Resultado Referéncia
processo )
Suco de 400 pH e acidez ndo foram afetados; SANCHEZ-
larania MPa/40°C/ aumento no teor de sélidos soluveis MORENO et
J 1min (°Brix) al., 2005
Suco de 500 - 800 Sem alteragdes na em pH, °Brix e "
liméo, MPa/ T°C acidez total logo ap6s o processamento FERNANDEZ
: . o GARCIA et al.,
laranja e ambiente/5 e durante armazenamento a 4°C por 21 2001
cenoura min dias
Sem alteragdes na em pH, °Brix e
Suco de 600MPa/20°C/ | acidez total logo apds o processamento BULL et al.,
laranja Imin e durante armazenamento a 4°C por 12 2004
semanas
100 - 600 N o
Polpa de o Sem alteragdes em °Brix, aumento da KAUSHIK et
MPa/T°C amb ) A
manga . acidez total e diminuicéo do pH al., 2014
/1s-20 min
Suco de 400 MPa/5 Sem alteracdes em pH, °Brix e acidez CHEN et al.,
roma min total 2013
200-600
Suco de ~ N BARBA et al.,
mirtilo MPa/rr?i,nQ, 15 Sem alteragdes em pH e °Brix 2013
Sem alteracdes em pH e °Brix logo apés | FERNANDEZ-
Pollfv?/ide 50:? mza/ 0 processamento e durante SESTELO etal.,
armazenamento a 4°C por 40 dias 2013
Bebida Sem alteracdes em pH e °Brix
mistade | 100-400 MPa/ em alieragoes em p ' BARBA et al.,
. . Decréscimo na turbidez para amostras
leite e 2 -9 min 2012b
laran; processadas a > 200 MPa
aranja
200 MPa/ -
Leite 4°C/ 10 - 30 Sem alteragdes no pH KIM et al., 2008
min
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3.3.7 Efeitos da APH sobre compostos bioativos de produtos lacteos e produtos de frutas

e vegetais

Varios compostos presentes nos alimentos podem agir como antioxidantes, como
metais (selénio e zinco), vitamina C, A e E, e compostos fenolicos. O tratamento por APH
influencia a estabilidade de vitaminas e o rendimento da extracdo de compostos bioativos, 0
que também pode afetar a capacidade antioxidante (OEY et al., 2008).

N&o ha consenso sobre o método analitico para a determinagdo da capacidade
antioxidante nem para os resultados, sendo estes dependentes do alimento em questdo e das
condigOes de processamento e armazenamento. No Quadro 2 estéo relatados alguns estudos
sobre efeitos da APH sobre a capacidade antioxidante.

Quadro 2. Efeitos da APH sobre a capacidade antioxidante em produtos de frutas ou vegetais

Produto Condigdo Resultado Método* | Referéncia
de processo
400 «  aro : ESTEVE;
Suco gle MPa/42°C/ Retencdo de _96_/0 da capacidade TEAC FRIGOLA.
laranja . antioxidante
smin 2008
Suco de 500 - 800 Sem alteracgdes na capacidade "
liméo, MPa/ T°C antioxidante logo apds o FERNANDEZ
: i DPPH GARCIA et
laranja e ambiente/5 processamento e durante
. o . al., 2001
cenoura min armazenamento a 4°C por 21 dias
600 Aumento da capacidade
Polpa de MPa/20°C | antioxidante em 67% com relagdo | DPPH PATRAS et
amora . al., 2009
/15 min a amostras controle
Polpa de 600 o Retencdo de aproximadamente PATRAS et
MPa/20°C : o DPPH
morango 15 min 86% da capacidade antioxidante al., 2009
Suco de 600 Retencdo de ~ 75% da capacidade FERNA[\IDEZ
maci MPa/60°C | antioxidante, com teor inalterado | TEAC GARCIA et
¢ /30 min em 4 meses de armazenamento al., 2000
3 0,
Sucode | 400 MPa/5 Retengdo de 96 e 95% da FRAP/ | CHENetal,
~ . capacidade antioxidante,
roma min . . DPPH 2013
respectivamente para 0s métodos
Suco de 200 MPa/5 Retencdo de ~ 100% da TEAC BARBA et al.,
mirtilo min capacidade antioxidante 2013
450 Reducdo da capacidade
Smoothie de MPa/1 3.5 antioxidante em amostras FRAP/ KEENAN et
frutas o pressurizadas armazenadas por até | DPPH al., 2010
min .
30 dias
Bebida de Retencdo de aproximadamente
leite e 200 MPa/7 106 e 104% da capacidade TEAC/ | BARBAetal.,
larani min antioxidante, respectivamente ORAC 2012b
aranja )
para 0s métodos

*TEAC: Trolox Equivalent Antioxidant Capacity; DPPH: Radical Scavenging Assay; FRAP: Ferric-Reducing
Antioxidant Power; ORAC: Oxygen Radical Absorvance Capacity
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Embora alguns estudos relatem aumento ou diminuicdo da capacidade antioxidante, as
alteracOes geralmente sdo discretas. Em linhas gerais, a capacidade antioxidante € preservada
em alimentos pressurizados.

Compostos fendlicos e antocianinas sdo moléculas que costumam apresentar certa
estabilidade ao processamento por alta pressdo. Embora ocorra degradacdo das antocianinas a
medida que a pressédo aumenta, estes compostos apresentam maior sensibilidade ao calor do
que a pressao.

Patras et al. (2009) submeteram polpa de morango e amora a pressurizacao (400, 500,
600 MPa/15 min/10-30 °C) e relataram que, para ambas, ndo houve diferenca entre o
contetdo de antocianinas das polpas pressurizadas e controle. Levando em consideracdo 0s
compostos fendlicos, o processamento a 600 MPa permitiu a retencdo de aproximadamente
110 e 105% do conteudo de fendlicos para polpa de morango e amora, respectivamente.
Resultados semelhantes foram relatados por Cao et al. (2011), que também avaliaram polpa
de morango nesta mesma faixa de pressdo, mas por tempos de 5 a 25 min. O teor de fendlicos
foi maior a 500 e 600 MPa, ndo sendo observada diferenca para as antocianinas.

Ferrari et al. (2010) investigaram o efeito de tratamentos de 400 - 600 MPa/25, 45, 50
°C/ 5 e 10 min em suco de roma. Para todos os niveis de pressdo, a 25 e 45°C, 5 e 10 min,
houve reducdo no contetdo de compostos fendlicos. Entretanto, para as amostras
pressurizadas a 400 MPa/55°C/5 e 10 min, o teor de fenolicos aumentou na proporcéo de 9 e
41%, respectivamente. O tratamento a temperatura mais elevada também proporcionou maior
retencdo de antocianinas. Em estudo subsequente, 0s mesmos autores submeteram mousses de
frutas vermelhas a 500 MPa/50°C/10 min e observaram aumento do contetudo de fendlicos
logo ap6s o processamento. Entretanto, para suco de roma pressurizado a 400 MPa/25°C/5
min, houve decréscimo deste mesmo parametro (FERRARI et al., 2011). Para este mesmo
produto processado a 400 MPa/5 min, Chen et al. (2013) obtiveram aproximadamente 103%
de retencdo para compostos fendlicos e reducdo de 11% no conteldo de antocianinas. Varela-
Santos et al. (2012) também estudaram suco de roma pressurizado a 350 - 550 MPa/ 30, 90,
150 s. Logo ap6s o processamento, houve aumento no contetdo de fendlicos para todos os
tratamentos, sendo a maior retencdo observada a 450 MPa/150 s (~117%). Ap6s 35 dias de
armazenamento a 4°C, foi observado comportamento semelhante para as amostras
pressurizadas em relacdo a controle.

Barba et al. (2013) investigaram o efeito do processamento a 200 - 600 MPa/5, 9 e 15
min em suco de mirtilo. Houve aumento no teor de fendlicos de todas as amostras
pressurizadas, tendo a melhor retencdo ocorrido para a amostra processada a 200 MPa/5 min
(128%). Comportamento semelhante foi encontrado para as antocianinas, tendo o
processamento a 400 MPa/15 min sido responsavel pela reten¢do maxima (~115%).

3.3.8 Efeitos da APH sobre a cor de produtos lacteos e produtos de frutas e vegetais

A cor dos alimentos é um atributo importante na preferéncia do consumidor e, por
isso, € utilizada como pardmetro de qualidade na industria de sucos, além de indicar a
qualidade sensorial e nutricional durante o0 processamento e armazenamento. A cor pode ser
expressa de diferentes formas, sendo a mais comum através da escala CIE L*a*b* ou
CIELAB (BARBA et al., 2012a). O espago de cor CIELAB esta organizado em uma area
cubica onde o eixo L* é executado de cima para baixo. A maxima é de 100 para L*, que
representa um perfeito difusor refletindo (branco). O minimo de L* é igual a zero (preto). Os
eixos a* e b* ndo apresentam limites numéricos, porém costuma-se tomar como referéncia 60
unidades de cor. Para a* positivo, ha uma tendéncia a vermelho, e negativo, a verde. Para b*
positivo, ha uma tendéncia a amarelo, e negativo, a azul. Outro atributo comumente avaliado
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é a diferenca total de cor (4E), que indica a magnitude da diferenca de cor entre amostras
processadas e ndo processadas. Na Figura 6 estdo expostas variagdes no valor de L*
(luminosidade) em diferentes bebidas apos o processamento por alta pressao.
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Figura 6. Alteragdes em L* para diferentes produtos apds o processamento por APH
(adaptado de BARBA et al., 2012a).

O tratamento com APH a temperaturas baixas e moderadas tem efeito limitado nos
pigmentos responsaveis pela cor de frutas e vegetais (clorofila, carotenoides, antocianinas,
etc.), podendo haver estabilidade ou ndo da cor destes pigmentos apds a pressurizacdo. No
entanto, podem ocorrer mudancas na cor durante o armazenamento devido a inativacdo
incompleta de enzimas e microrganismos, que podem resultar em reagdes indesejaveis (OEY
et al., 2008).

Suco de laranja (BULL et al., 2004; DONSI et al., 1996; POLYDERA et al., 2005),
suco de tomate (HSU, 2013), polpa de caja (TIBURSKI, 2009), polpa de manga (AHMED et
al., 2005; LIU et al., 2014), suco de uva branco (DAOUDI et al., 2002) e suco de abacaxi
(MARCELLINI, 2005) séo algumas das bebidas para as quais foi demonstrada a estabilidade
da cor ao tratamento de APH.

Para leite de ovelha pressurizado a 100 - 500 MPa, 4, 25 e 50°C, durante 10 e 30 min,
a diferenca total de cor (4E) aumentou com a pressao, temperatura e tempo. Foi observado
decréscimo em L* e acréscimo de coloracdo verde (-a*) e amarela (+b*) (GERVILLA et al.,
2001). Barba et al. (2012b) avaliaram o efeito da alta pressdo (100, 200, 300, 400 MPa, por 2,
5, 7, 9 min) e do tratamento térmico convencional (90 e 98°C, por 15 e 21s) sobre uma bebida
mista de leite e laranja. Os autores verificaram que mudangas na cor foram maiores quando
pressdo e tempo foram mais altos, com a maior diferenca obtida sob 400 MPa/9min. Ainda
assim, a pressurizagao causou menor impacto no 4E do que a pasteurizacao.

Para produtos de fruta, Fernandez-Sestelo et al. (2013) pressurizaram polpa de kiwi a
500 MPa, 3min e temperatura ambiente e avaliaram a cor durante o armazenamento. As
amostras controle apresentaram perda de cor verde (a*) ap6s o primeiro dia de
armazenamento a 4°C, enquanto para as pressurizadas. a perda se iniciou a partir do quinto
dia. O escurecimento nas amostras pressurizadas neste experimento foi menor, semelhante ao
relatado por Zhang et al. (2011) para suco de melancia. Para polpa de morango e amora,
Patras et al. (2009) observaram mudanca de cor minima em amostras pressurizadas (400-600
MPa, 15 min, 10-30°C) e coloragdo vermelha (a*) mais intensa nas amostras pressurizadas
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que em amostras pasteurizadas, porém menos intensa que nas frescas. O contrario foi
observado por Varela-Santos et al. (2012), que submeteram suco de roma a 350-550 MPa por
30, 90 e 150 s e relataram diminuicdo da cor vermelha (a*) logo ap6s o processamento, além
de aumento de luminosidade (L*). J& em suco de mirtilo processado a 200, 400 e 600 MPa
por 5, 9, 15 min, Barba et al. (2013) observaram decréscimo de L* em relacdo as amostras
controle. Nao foram relatadas mudancas no valor de a*. Ferrari et al. (2010) sugeriram que a
APH a temperatura ambiente aumenta a intensidade da cor vermelha de suco de romd, além
de preservar o conteldo de antocianinas. Para suco de uva, Giménez et al. (2001) também
reportaram melhor retencdo de cor, devido a melhor extracdo das antocianinas. Keenan et al.
(2010) observaram intensidades de coloracdo vermelha varidvel entre amostras de smoothies
pressurizadas e frescas, tendo aquelas tratadas a 450 MPa por 3 min apresentado maior valor
de a*. No entanto, ao longo do armazenamento por 30 dias, houve perda da cor, que é
corroborado por Oey et al. (2008) que relataram a instabilidade de antocianinas durante o
armazenamento.

Desta forma, o efeito da APH sobre os pigmentos é muito variavel e dependente da
matriz alimenticia e das condigdes de processamento empregadas. Em geral, a pressurizacéo
preserva a cor dos alimentos proxima ao natural, enquanto a pasteuriza¢do provoca mudancas
na cor inicial do produto, por conta da sensibilidade dos pigmentos ao calor.

3.4 Andlise Sensorial na Inovacdo de Alimentos

A andlise sensorial € a disciplina usada para evocar, medir, analisar e interpretar
reacOes as caracteristicas dos alimentos e materiais como sdo percebidas pelos sentidos da
visdo, olfato, gosto, tato e audicdo. Em outras palavras, € um método de avaliacdo que utiliza
0 homem como instrumento de medida, pois através dos sentidos € que ocorre a avaliacdo da
qualidade e da aceitabilidade de determinados produtos. A analise sensorial investiga as
percepcdes, reacdes e sensacbes do consumidor sobre as caracteristicas dos produtos,
incluindo sua aceitacdo ou rejeicdo (STONE et al., 2012) .

Os métodos sensoriais sdo divididos em métodos afetivos (testes de aceitacdo e de
preferéncia) e métodos analiticos (testes discriminativos e descritivos) e sua utilizacdo
depende do objetivo do estudo em questdo (STONE et al., 2012). Os métodos afetivos tém
sido utilizados para obter a percep¢do global do consumidor sobre o produto. Geralmente
requerem grande numero de avaliadores, ndo treinados, selecionados para representar uma
populacdo alvo, demandam tempo reduzido (ndo é necessario treinamento, como nos testes
analiticos) e sdo bastante fidedignos com relacéo aos resultados (VARELA; ARES, 2012).

A qualidade sensorial de um alimento ndo é uma caracteristica inerente dele, mas sim
o resultado da interacdo entre ele e o homem. E funcdo dos estimulos provenientes dos
alimentos e das condicdes fisiologicas, socioldgicas e contextuais em que o individuo
avaliador se encontra. Para muitas pessoas, a escolha de um alimento ultrapassa a questdo da
nutrigdo e se relaciona ao bem-estar e qualidade de vida (ARES et al., 2014a).

Um ponto a se considerar é que a aceitacdo de um produto, dito saudavel pelo
consumidor, estd longe de ser incondicional. Mesmo que ele traga beneficios a salde, estes
ndo vao prevalecer sobre seus atributos sensoriais. A aceitacdo do produto vai se basear em
sua resposta as necessidades do consumidor e no grau de satisfacdo que é capaz de
proporcionar. Por esta razéo, a opinido do consumidor deve ser levada em consideracdo, nao
apenas para avaliar o produto final, mas em todas as etapas do processo de desenvolvimento
(BAYARRI et al., 2011).
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Para introduzir um alimento novo com sucesso no mercado consumidor sdo
necessarios diversos métodos de andlise sensorial. Dentre estes, pode-se destacar o uso de
escalas, como a hedbnica, escala do ideal e escala de atitude (NOGUEIRA, 2014).

A escala hedonica de nove pontos foi desenvolvida em meados da década de 50, e
desde entdo é um dos principais métodos de analise sensorial para testar a preferéncia e
aceitacdo dos consumidores, por sua simplicidade e confiabilidade nos resultados. A escala é
bipolar e compreende nove categorias relacionadas a magnitude de gostar/desgostar, variando
desde "desgostei extremamente™ até "gostei extremamente", com uma categoria neutra "nem
gostei nem desgostei”. A escala hed6nica é uma forma de converter para escores numericos
quanto um individuo gostou ou desgostou de determinado produto e assim comparar
sensacOes e experiéncias hedonicas (LIM, 2011).

Outra escala bastante utilizada em testes afetivos € a escala relativa ao ideal (JAR -
just about right scale). O método visa determinar a adequabilidade de um determinado
produto com relagdo a atributos especificos, combinando a mensuracdo da intensidade do
atributo em questéo e a aceitacdo do consumidor. A escala é bipolar e possui pontos extremos
com termos semanticamente opostos, como "muito fraco” e "muito forte”, e um ponto
intermediario correspondente ao “ideal” ou condicdo Otima, sob o ponto de vista do
consumidor. O teste tem sido amplamente utilizado pela industria de alimentos em fases
iniciais do desenvolvimento de produtos, buscando a otimizacdo dos mesmos (LI et al., 2014).

Escalas de atitude também podem transmitir informacdes valiosas quanto a disposicao
do consumidor em adquirir ou consumir o alimento que lhe é oferecido. A escala também é
bipolar e possui pontos extremos com termos semanticos opostos como, por exemplo,
"certamente compraria”/"compraria sempre” e ‘“certamente ndo compraria"/"nunca
compraria”, com nimero balanceado de categorias entre 0 ponto intermediario e 0s extremos
(NOGUEIRA, 2014).

Além de métodos que utilizam escalas, outra ferramenta que tem se difundido é o uso
do questionario CATA (check-all-that-aply) (marque tudo o que se aplica). Neste teste, 0s
participantes sdo apresentados a um produto e a uma lista de atributos e, apds provarem o
produto, devem identificar/marcar todos os descritores que considerem adequados para a
descricdo do produto, ndo havendo limites no nimero de caracteristicas a serem selecionadas.
Os descritores ndo sdo restritos as caracteristicas sensoriais, podendo remeter aos aspectos
emocionais/sensacdes, de contexto de uso ou aspectos hedénicos (“suave", "gostoso"). O
questionario CATA tem ganhado crescente aplicacdo por se tratar de um método simples,
rapido e confidvel para reunir informacdes sobre a percepcdo das caracteristicas sensoriais dos
alimentos pelo consumidor, produzindo informacdo semelhante a de uma analise descritiva
realizada por um painel de avaliadores treinados (ARES et al., 2014b).

Através dos resultados destes e outros testes sensoriais é possivel identificar quais
produtos e quais caracteristicas dirigem a preferéncia ou aceitacdo. Em conjunto com um bom
controle microbioldgico, fisico-quimico e nutricional, tais informagdes podem favorecer o
desenvolvimento de alimentos inovadores de sucesso junto ao mercado consumidor.

3.5 Planejamento Experimental

A crescente necessidade de melhoria de produtos e processos, minimizando custos e
tempo, maximizando rendimento, produtividade e qualidade de produtos, dentre outros,
transforma o planejamento sistematico de experimentos em uma técnica de interesse em
diversas areas do conhecimento. O planejamento experimental é realizado para determinar a
influéncia de diferentes fatores (varidveis independentes) sobre as respostas desejadas
(variaveis dependentes), sendo indispensavel para obter resultados confiaveis e para que
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analises estatisticas consistentes sejam realizadas. Assim, pode-se destacar como vantagens
do planejamento experimental aplicado a pesquisa, a possibilidade de reducdo do nimero de
experimentos ou repeticdes e a qualidade dos resultados, o que significa sensivel diminuigédo
no trabalho, tempo e custo final (RODRIGUES; IEMMA, 2005).

O planejamento fatorial, associado a metodologia de superficies de resposta (MSR), é
uma ferramenta fundamentada na teoria estatistica, que fornece informacdes seguras sobre o
processo, minimizando o empirismo que envolve técnicas de tentativa e erro. Os ensaios no
ponto central podem fornecer informacGes Uteis sobre 0 comportamento das respostas entre 0s
niveis atribuidos aos fatores, alem de evidenciar a qualidade da repetitividade do processo e
da curvatura do plano. A situacdo ideal é aquela na qual pode-se repetir ensaios nos pontos
fatoriais e, além disso, realizar alguns ensaios no ponto central, 0 que nem sempre é possivel
quando os ensaios envolvem alto custo e grande demanda de equipamentos e tempo
(RODRIGUES; IEMMA, 2005).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

Para a fabricacdo de queijo Minas frescal foi utilizado leite pasteurizado padronizado
cedido pela Cooperativa Boa Nova®, situada no municipio de Valenc¢a, Rio de Janeiro. O
leite foi adquirido junto a entreposto localizado no Rio de Janeiro, RJ e transportado até as
dependéncias da Embrapa Agroindustria de Alimentos - CTAA (RJ) em caixas isotérmicas,
sendo mantido sob temperatura de refrigeragdo (4 + 1 °C) até o0 momento do processamento.

Para a saborizacdo da bebida, foi utilizada polpa de uva pasteurizada (De Marchi®)
adquirida no Centro de Abastecimento do Estado da Guanabara - Mercado Municipal do Rio
de Janeiro (CADEG). O material foi transportado até a Embrapa-CTAA e mantido sob
temperatura de congelamento (-18 + 1 °C) até o momento do processamento e/ou analises.
Para adocar a bebida foi utilizado agucar refinado comum (Acucar Unido®).

Foi utilizado &cido citrico anidro P.A. (Alphatec®) para a acidificacdo das bebidas em
guantidade suficiente para alcancar o pH desejado e, quando necessario, citrato de sodio
tribasico P.A. (Alphatec®) na propor¢do de 0,20 g/100 mL de soro, com a funcdo de agente
estabilizante.

4.2 Métodos
4.2.1 Obtencéo do soro

As embalagens de leite foram higienizadas com agua e detergente liquido e o leite foi
dispensado em uma panela, onde foi aquecido até 36 + 1°C. Em seguida, foi disposto em
contentor plastico monobloco, com capacidade para 1.000 litros. Foi adicionado coagulante
liquido na proporcdo de 0,8 mL/L de leite (enzima quimosina para fabricacdo de queijos -
Chr. Hansen®) e cloreto de célcio (Rica Nata®) na propor¢cdo de 0,4 mL/L, conforme
recomendacdo do fabricante. O leite foi deixado em repouso durante 45 minutos para a
coagulacdo. O final da coagulagéo foi identificado pelo ponto de corte da coalhada, que foi
entdo fragmentada longitudinal e transversalmente com o auxilio de liras (horizontal e
vertical) de aco inoxidavel, para a obten¢do dos gréos. Apos o corte, foi realizada a mexedura,
de modo a uniformizar o tamanho dos grdos e facilitar a separacdo entre soro e coalhada.
Posteriormente, os graos foram deixados em repouso por alguns minutos, ainda com o
objetivo de favorecer a dessora. Em seguida, foi feita a moldagem em formas plasticas do tipo
coador, proprias para a fabricacdo de queijo Minas frescal de 200-300 g. Foram realizadas trés
viragens e o0s queijos foram salgados a seco, acondicionados em embalagens plasticas,
devidamente selados e armazenados sob refrigeracéo (4 + 1°C). Todo o soro proveniente do
processo foi recuperado. Todos os instrumentos e equipamentos utilizados foram higienizados
em agua clorada (100 ppm) (SILVA, 2005). A Figura 7 ilustra o processo de fabricagdo de
queijo Minas frescal para a obtencao do soro.
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Figura 7. Etapas para a fabricacdo de queijo Minas frescal e obtencdo de soro. Selecdo do
leite (A); Aquecimento do leite (B); Adi¢do do coalho (C); Ponto de corte da coalhada (D);
Corte da coalhada com as liras (E); Aspecto dos graos (F); Enformagem (G); Dessora dos
queijos (H); Obtenc&o do soro (I).

4.2.2 Obtencéo de bebida de soro e uva

A bebida foi formulada a partir da mistura de soro de queijo Minas frescal (cru ou
pasteurizado), polpa de uva, agucar e acido citrico. Todos os utensilios utilizados neste
processo foram higienizados em agua clorada (100 ppm) (SILVA, 2005).

Inicialmente foi realizada a caracterizacdo geral da matéria-prima e, em seguida, testes
sensoriais preliminares com pequenos grupos de consumidores foram executados para
determinar a proporcéo de ingredientes a ser utilizada na formulacgdo da bebida de soro e uva.
A partir de uma formulagdo base fixa, foram investigados o pH e a dogura ideal a partir de
testes sensoriais com consumidores. A formulacdo considerada ideal quanto a tais atributos
foi submetida aos processamentos de APH e pasteurizacdo térmica. Amostras provenientes de
tais tratamentos foram submetidas a analises laboratoriais e, a partir dos resultados destas
andlises, foi obtida a condicdo ideal de processamento para o produto final. Por fim, foi
realizada uma nova etapa de testes sensoriais com consumidores para avaliar a aceitacdo do
produto final. O processo de obtencdo e caracterizagdo da bebida esté sintetizado na Figura 8.
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Figura 8. Fluxograma de obtencéo e processamento da bebida de soro e uva.

As andlises descritas nos tépicos 4.2.3 a 4.2.5 foram realizadas para determinar a
qualidade da matéria-prima e do produto final, quando oportuno.

4.2.3 Determinacdo da composi¢ao centesimal e analise de minerais

A determinacdo da composicdo centesimal e a analise de minerais foi realizada para
caracterizar o soro de queijo Minas frescal e a polpa de uva pasteurizada.

Umidade
O teor de umidade (g 4gua/100 g de soro ou polpa) foi analisado em estufa a vacuo a
70 °C com auxilio de areia, de acordo com AOAC (2005).
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Cinzas
A determinacéo de cinzas (g de cinzas/100 g de soro ou polpa) foi realizada segundo o
método de incineracdo em mufla a 550°C, de acordo com AOAC (2005).

Lipideos totais (Extrato Etéreo)

A determinacdo de lipideos totais (g de lipideos/100 g de soro) foi realizada por
hidrélise &cida em extrator de Monjonnier destilados com éter de petréleo e éter etilico,
segundo AOAC (2005). Para a polpa de uva, a determinacéo foi feita com extrator automatico
de gordura, de acordo com método da AOCS Am 5-04 (AOCS, 2005).

Nitrogénio total e proteina bruta

A determinacdo de nitrogénio total (g de nitrogénio ou de proteina/100 g de soro ou
polpa) foi baseada no método de Kjeldhal tradicional, de acordo com AOAC (2005). O teor
proteico bruto foi calculado pelo produto da quantidade de nitrogénio total (g) pelo fator de
conversao 6,38 para 0 soro e 5,75 para a polpa de uva.

Carboidratos

A quantificacdo de carboidratos totais foi calculada por diferenca em relacdo a
composicao centesimal, com base no teor dos demais componentes, segundo a Equacédo 1,
onde:

Carboidratos = 100% - (% Umidade + % Cinzas + % Lipideos + % Proteina
Bruta/Nitrogénio Total) (Eqg.1)

A andlise de fibra alimentar ndo foi realizada pela irrelevancia do contetdo na
matéria-prima.

Analise de Minerais

Analisaram-se 0s seguintes micronutrientes: sédio, magnésio, potassio, fosforo, calcio,
manganés, cobre, ferro, zinco, aluminio, cromo, cobalto, selénio, chumbo e molibdénio. A
digestdo da amostra foi feita por mineraliza¢do por micro-ondas de cavidade e a quantificacdo
foi realizada em espectrémetro por plasma induzido (Spectro®), conforme AOAC (2005), e 0
resultado expresso em mg/L.

4.2.4 Determinagdes fisico-quimicas

As determinacdes fisico-quimicas foram realizadas para caracterizar o soro de queijo
Minas frescal, a polpa de uva e a bebida de soro e uva.

pH

O pH médio foi verificado segundo AOAC (2000), empregando-se um eletrodo de um
potencidmetro com ajuste automaético de temperatura (medidor de pH MPA 210 - MS
Tecnopon®), devidamente aferido com solucbes tampdes de pH 4,0 e pH 7,0.

Acidez titulavel

A acidez titulavel foi determinada pela titulacdo de aliquotas de 2,0 mL de soro, polpa
ou bebida com NaOH fatorado, em titulador automatico Metronm®, Modelo 785 DMP -
Titrino. O resultado foi expresso em g de &cido latico/100g para o soro e em g de acido
tartarico/100 g de polpa e bebida, conforme AOAC (2005).

Sélidos solUveis
A concentracdo de sélidos soluveis (°Brix) foi realizada com refratdmetro de bancada
digital, a 20°C, segundo AOAC (2000).
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Relacdo Brix/acidez (Ratio)
A razdo entre os °Brix e a acidez (g &cido tartarico/100 g de polpa), denominada Ratio,
foi calculada a partir das determinac@es de acidez e solidos soluveis (KIMBALL, 1991).

Turbidez (Densidade 6tica)

A Densidade Otica (DO) foi determinada como o aumento da turbidez. 100 pL de
amostra foram diluidos em 2900 pL de agua destilada e homogeneizados. Foi determinada a
absorbancia das amostras em comprimento de onda de 650 nm, em espectrofotbmetro
Biospectro® SP-220 (KEMPKA, 2008).

4.2.5 Andlise microbiolégica

As andlises microbioldgicas foram realizadas conforme exposto no Quadro 3, para
avaliar as condicOes higiénico-sanitarias do soro de queijo Minas frescal, da polpa de uva e da
bebida de soro e uva. Todas as metodologias foram efetuadas de acordo com o Compendium
of Methods for the Microbiological Examination of Foods (2001) e os resultados expressos
em Unidade Formadora de Coldnia por grama (UFC/g).

Quadro 3. Anélises microbioldgicas realizadas na matéria-prima e na bebida

Material Andlises Referéncia
Contagem padrao em_placas de aerdbios MORTON, 2001
mesofilos
Soro de queijo Enumeragéo de coliformes a 35°C e a KOMACKI; JOHNSON,
Minas frescal 45°C 2001

Staphylococcus coagulase positiva

MIDURA; BRIANT, 2001

Contagem padrdo em placas de aerobios

MORTON, 2001

mesofilos
Polpa de uva Enumeracao de fungos filamentosos e
¢ 9 BEUCHAT; COUSIN, 2001
leveduras
Contagem padrao em_placas de aerdbios MORTON, 2001
Bebidas de soro mesofilos
o LA Enumeragéo d:ee:‘/lér&%?zsﬂlamentosos e BEUCHAT: COUSIN, 2001
pasteurizada e Enumeracéo de coliformes a 35°C e a KOMACKI; JOHNSON,
pressurizadas 45°C 2001

Deteccdo de Salmonella spp.

WALLACE et al., 2001

4.2.6 Planejamento experimental

Com o objetivo de estudar os efeitos da pressdo e do tempo de retencdo nas
caracteristicas da bebida de soro e uva, utilizou-se uma metodologia de superficie de resposta
(MSR). Para o estudo de duas variaveis independentes pode ser utilizado um delineamento
composto central rotacional (DCCR). Um DCCR pode conter 2 pontos fatoriais, mais 2 x K
pontos axiais, além de um ndmero arbitrario de pontos centrais. Adotou-se um DCCR com
duas variaveis independentes (pressdo e tempo de retencdo). Os niveis dos pontos fatoriais
corresponderam a +1 e -1, os do ponto central a zero e 0s niveis dos pontos axiais foram
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calculados a partir de +a, onde a = (2k)1/4. Assim, para dois fatores o = 1,4142, e os valores

reais das varidveis independentes foram calculados através da seguinte relag&o:
Ax,

x;

Onde x; representa o valor codificado da variavel independente, x; o valor real da
variavel independente, x,c o valor real da variavel independente no ponto central, e A X; a
variacdo real entre o ponto central e os pontos fatoriais. (Tabela 3).

Tabela 3. Intervalos de estudo para as variaveis experimentais com os limites inferiores e
superiores de pressao (MPa) e tempo (min)

., Niveis
Variavel
-1,414 -1 0 +1 +1,414
Pressdo
(MPa) x1 210 250 350 450 490
Tempo ., 3 4 7 10 11
(min)

O DCCR foi composto por trés partes: ensaio fatorial completo, contendo 4 pontos
(2%); pontos axiais, contendo 4 pontos e analise do ponto central, com 3 pontos (Tabela 4). A
Tabela 4 representa a matriz do delineamento experimental para os 11 ensaios. As colunas
denominadas X; e X, representam os valores codificados utilizados no presente estudo e as
denominadas por Pressdo (MPa) e Tempo (min), os valores reais.

Tabela 4. Delineamento experimental para o processamento por APH

Ensaio x1 X2 Pressdo (MPa) Tempo (min)
1 -1 -1 250 4
2 +1 -1 450 4
3 -1 +1 250 10
4 +1 +1 450 10
5 0 -1,414 350 3
6 0 +1,414 350 11
7 -1,414 0 210 7
8 +1,414 0 490 7
9 0 0 350 7

10 0 0 350 7
11 0 0 350 7

As variaveis resposta estudadas foram: pH, acidez titulavel, teor de solidos sollveis
(°Brix), turbidez, reducdo microbiana de aerdbios mesofilos, fungos filamentosos e leveduras,
enumeracdo de coliformes a 35°C e a 45°C e Salmonella, teor de compostos fendlicos, de
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antocianinas, capacidade antioxidante e cor. Para a MSR foram considerados os resultados
dos 11 ensaios, que foram conduzidos a temperatura ambiente.

Utilizou-se um modelo polinomial de segunda ordem para ajustar as respostas
experimentais em funcdo das variaveis independentes:

y= Byt Bixy+ Brxy+ Biaxgxs+ 18113‘5 + 18223"1? + =

onde y representa a variavel de resposta, o, uma constante, 1 2 € S12, 0s coeficientes lineares,
P11, S22, 0s coeficientes quadraticos da equacéo, X; € x, as variaveis independentes (pressao e
tempo de retencdo, respectivamente) ¢ €, o erro experimental.

Foi realizada a Analise de Variancia (ANOVA), com p=0,05, para cada variavel
resposta, para determinar os coeficientes lineares, quadraticos e de interagdo, assim como a
adequacdo dos dados ao modelo e o Teste de Tukey para a comparagdo de medias. Os
coeficientes de regressdo foram usados para gerar os mapas de contorno e as superficies de
resposta. A analise estatistica foi executada nos Softwares STATISTICA® (STATSOFT,
2007) e XLSTAT® (ADDINSOFT, 2015).

4.2.7 Processamento térmico e por APH

Para a realizacdo do teste sensorial para a determinacgdo da docura ideal da bebida de
Soro e uva, a pasteurizacao foi realizada em trocador de calor de superficie raspada, modelo
ARMFIELD tipo FT 25 D para produtos viscosos. O sistema do pasteurizador € composto por
secdo de entrada, pré-aquecimento, aquecimento, retencdo e resfriamento. O soro foi
pasteurizado a 72°C por 30 segundos. O material foi envasado em sistema ultra-limpo, sendo
utilizadas garrafas de vidro previamente sanitizadas em &gua clorada (100 ppm) e
esterilizadas em agua fervente. O soro foi imediatamente acondicionado sob refrigeracéo (4
1°C) até o momento da formulacdo da bebida.

Para a realizacdo das analises laboratoriais e da analise sensorial do produto final, a
bebida de soro e uva foi pasteurizada a 70°C em fogdo convencional. A temperatura foi
elevada até atingir 70°C, quando a bebida foi entdo envasada a quente em garrafas de vidro
higienizadas e esterilizadas. Em seguida, o material foi submetido a choque térmico em banho
de gelo para o abaixamento da temperatura e, finalmente, armazenado sob refrigeracdo (4 +
1°C) até o momento das analises.

O tratamento de alta pressdo foi realizado em um equipamento marca Stansted Fluid
Power Ltda., Stansted, Inglaterra, delineado para ambiente laboratorial, para processamento
de alimentos ou pesquisa biolégica. O aparelho fica localizado em local bem ventilado
protegido de temperaturas extremas e de umidade, na Embrapa-CTAA.

O recipiente de pressdo, que acomoda a amostra do alimento a ser processado, possuli
uma dimensdo de 37 mm de didmetro e 246 mm de largura, comportando no méximo 200 mL
de alimentos liquidos pré-embalados. Compreende um cilindro vazado com orificios esféricos
por onde circula o fluido pressurizante, que pode ser etanol, 6leo de linhaca ou agua. A
mistura de agua e etanol (30/70 v/v) foi utilizada como meio de pressurizacdo, como indicado
pelo fabricante do equipamento. O equipamento pode operar com pressdes de até 600MPa e
tempo de até 30 minutos. O vaso de pressdo encamisado ¢ conectado a um banho d’agua
termostatico, permitindo a refrigeracdo ou o aquecimento durante o processamento. Na Figura
9 esté ilustrado o equipamento de APH utilizado no experimento.
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Figura 9. Equipamento de APH Stansted Fluid Power.

A bebida foi submetida a pressurizacdo conforme delineamento experimental da
Tabela 4. Para isto, as amostras foram colocadas em sacos de polietileno estéreis (Whirl-Pak,
Nasco, EUA) de aproximadamente 200 mL de capacidade e resistentes a pressdo. As
embalagens foram termosseladas, evitando-se a presenca de ar no seu interior e colocadas na
camara de pressdo. O equipamento foi fechado e o meio pressurizante (&lcool 70%) preencheu
a camara. Apo6s completar o ciclo de pressurizacdo - tempo de retencdo - despressurizacao, o
equipamento foi aberto e as embalagens removidas da camara. Na Figura 10 esta ilustrada a
bebida de soro e uva embalada, antes de ser submetida a pressurizacgéo.

Figura 10. Bebida de soro e uva em sacos de polietileno antes da pressurizacgéo.

As analises dos itens 4.2.8 a 4.2.11 foram realizadas na matéria-prima quando
conveniente e na bebida processada.

4.2.8 Quantificacao de fendlicos totais

A quantificacdo de fendlicos totais foi realizada na polpa de uva e nas bebidas
formuladas e processadas termicamente ou por APH. Para a quantificacdo de fendlicos totais
foi utilizada a metodologia com Reagente de Folin Ciocalteu, conforme Georgé et al. (2005).
A massa de amostra utilizada para a extracdo foi definida através de testes preliminares de
maneira que a absorbancia estivesse dentro dos limites da curva padrdo (0,1 a 0,6). Utilizou-se
2,0 e 9,0 gramas de polpa e bebida, respectivamente, para 50 mL de solucdo de extracao
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(acetona 70%). A extracdo foi feita sob agitacdo magnética por 30 minutos em frascos ambar.
O extrato foi filtrado (papel filtro quantitativo faixa preta Quanty®) e 1 mL foi diluido em 10
mL de 4gua. Em um tubo de ensaio, colocou-se 0,5 mL do extrato diluido, adicionou-se 2,5
mL de solucdo de Folin Ciocalteu 10% (Sigma Aldrich®, Alemanha) e agitou-se em vortex.
Apds 2 minutos, adicionou-se 2,0 mL da solucdo de carbonato de sodio 7,5%. Os tubos foram
agitados em vortex e colocados em banho de aquecimento a 50°C por 15 minutos. Em
seguida, os tubos foram resfriados em banho de gelo até atingir temperatura ambiente. O
branco foi feito utilizando acetona 7% ao invés do extrato diluido. A leitura de absorbancia
foi realizada em espectrofotdmetro BioSpectro® SP-220a 760 nm, zerado com agua destilada.
Todas as analises foram realizadas em triplicata. A curva padréo foi feita com &cido galico e
os resultados expressos em mg acido galico equivalente (mg GAE)/100g.

4.2.9 Determinacdo de antocianinas pelo método do pH diferencial

Para a determinacdo de antocianinas, inicialmente foram preparadas solu¢fes tampéo
de pH 1,0 e 4,5. A solu¢do tampé&o de cloreto de potassio (pH=1,0) foi preparada a partir de
125 mL da solucdo de KCI 0,2M com 385 mL de HCI 0,2M. A solucdo de KCI 0,2M foi
preparada dissolvendo 3,725¢g de cloreto de potassio em 250 mL de agua destilada e a solugdo
de HCI 0,2M foi preparada diluindo 13,10 mL de &cido cloridrico concentrado em 770 mL de
agua destilada.

A solucdo tampao de acetato de sédio (pH=4,5) foi preparada a partir de 400 mL de
acetato de sodio 1 M (136 g/L), 240 mL de HCI 1 N (83 mL/L) e 360 mL de agua destilada. A
solucdo de acetato de sédio 1M foi preparada dissolvendo 54,40 g de acetato de sodio em 400
mL de agua destilada e a solucéo de acido cloridrico 1 N foi preparada diluindo 19,90 mL de
acido cloridrico concentrado em 240 mL de agua destilada.

A metodologia para a determinacdo do teor de antocianinas pelo método do pH
diferencial foi realizada conforme Markakis (1992) e Klopotek et al. (2005). Foram
preparadas duas diluicdes da amostra, cada uma com 1,0 g para a polpa de uva e 1,5 g para a
bebida, diluidas em baldo volumétrico de 25 mL, uma com uma solu¢do tampao de cloreto de
potassio de pH=1,0 e outra com pH=4,5. O fator de diluicdo (FD) da amostra foi obtido de
modo que a leitura no comprimento de absorbancia maxima estivesse dentro da linearidade do
espectrofotdbmetro. As amostras diluidas permaneceram por 15 minutos no escuro e
posteriormente foram filtradas com papel filtro quantitativo.

As leituras foram feitas em comprimentos de absorbancias de 510 e 700 nm em
espectrofotbmetro BioSpectro® SP-220, apds 15 min de preparacdo das amostras. O
espectrofotdmetro foi zerado com agua destilada em 510 e 700 nm, e todas as amostras foram
lidas nestes comprimentos. As analises foram realizadas em triplicata para cada pH. A
absorbancia da amostra diluida é calculada por:

Abs= (Asionm - AbS 700nm) pH1,0 - (As10nm - ADS 700nm) pH4,5
O teor de antocianinas monomeéricas (Am) foi calculado pela Equagéo 2:
Am (mg/L) = Abs x PM x FD x 1000/ ¢ (Eq.2)

O peso molecular (PM) e a absortividade molar (¢) foram referentes a cianidina 3-
glicosideo (PM=449.2 g/mol e = 26900 L/cm).
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4.2.10 Determinacao da capacidade antioxidante

A determinacdo da capacidade antioxidante foi realizada no soro de queijo, na polpa
de uva e nas bebidas formuladas e processadas termicamente ou por APH. Foi utilizado o
método de captura do radical 2,2 -azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS)
de acordo com metodologia proposta por RE et al. (1999). O radical ABTS foi preparado a
partir da reacdo de 5 mL de solucdo de ABTS (7 mM) com 88 L de solucéo de persulfato de
potéssio (140 mM) e mantido no escuro por 16 horas (tempo necessario para garantir a
formacéo do radical). O radical foi diluido com alcool etilico (95%) em quantidade necessaria
para obter-se uma absorbancia de 0,70 (£0,02) a 734 nm. A extracdo dos antioxidantes foi
realizada em duas etapas, a primeira com metanol (50%) e a segunda com acetona (70%).
Para a amostra de soro, polpa de uva e bebida, foram pesados 4,0; 2,0 e 4,0 gramas,
respectivamente em balanca analitica Shimadzu® AUY 220, utilizada também nas analises
discutidas anteriormente. A cada amostra foram adicionados 10 mL da solucdo de metanol e
deixou-se em repouso por 1 hora. Em seguida, a amostra foi centrifugada a 10.000 rpm
durante 15 minutos e o sobrenadante foi transferido para um baldo volumétrico. Adicionou-se
10 mL da solucdo de acetona ao residuo da centrifugacéo e deixou-se em repouso por 1 hora.
A centrifugacéo foi repetida e o sobrenadante misturado ao extrato metanolico. A leitura da
capacidade foi feita em espectrofotémetro BioSpectro® SP-220, a 734 nm. Trinta microlitros
do extrato foram misturados a 3 mL da solucdo de radical ABTS diluida e a leitura foi
realizada ap6s 6 minutos de reacdo. O branco foi feito com radical ABTS e 30ul de alcool
etilico (95%). O ensaio foi calibrado com alcool etilico (95%) e a capacidade antioxidante foi
expressa em pumol Trolox/g.

4.2.11 Andlise instrumental de cor

A anélise de cor foi realizada para a bebida de soro e uva. A andlise instrumental de
cor foi realizada por transmitancia no aparelho Color Quest XE, escala CIELAB e CIELCh,
com abertura de 0,375mm de diametro, com iluminante D65/10. Os parédmetros de cor
medidos foram: L* = luminosidade (0 = preto e 100 = branco), a* (-80 até zero = verde, do
zero ao +100 = vermelho) e b* (-100 até zero = azul, do zero ao +70 = amarelo). A amostra
foi disposta em cubeta de Quartzo de 10 mm para a realizacdo do teste. Foram realizadas
quatro repeticdes de cada amostra.

A diferenca total de cor (4E ) foi calculada a partir da Equacao 3:

AE={(AL*)’ + (4a*)” + (4b**1"*} (Eq.3)

As diferencas foram classificadas em: ndo aparente (0 - 0,5), levemente aparente (0,5 -
1,5), aparente (1,5 - 3,0), bem visivel (3,0 - 6,0) e grande (6,0 - 12,0) (CSERHALMI et al.,
2006).

4.2.12 Andlise sensorial

A avaliagdo sensorial foi realizada em diferentes etapas. Foram convidados a
participar dos estudos consumidores de produtos lacteos ou produtos a base de frutas e que
ndo apresentassem quaisquer intolerancias aos ingredientes das bebidas.

O presente projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Instituto
de Neurologia Deolindo Couto (INDC/UFRJ) com processo de numero
38718314.80000.5261 e aprovado pelo protocolo de nimero 1.011.727, de 06 de abril de
2015.
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Primeira etapa - Testes sensoriais preliminares

Foram realizados testes sensoriais com pequenos grupos de consumidores para definir
a quantidade de ingredientes a ser utilizada na formulagéo das bebidas. Com base em relatos
da literatura sobre formulag¢Ges de bebidas de soro (HOLSINGER et al., 1954; DJURIC et al.,
2004; JELICIC et al., 2008; SINGH; SINGH, 2012; GUEDES et al. 2013), foram testadas
formulacGes com diferentes concentragdes de soro (60, 70 e 80%, com ou sem diluigdo em
agua filtrada), polpa de uva (em concentracfes complementares a quantidade de soro - 20, 30
e 40% de polpa), aglcar (5 e 8% de sacarose), além de diferentes niveis de pH (diferentes
valores de pH ajustados com &cido citrico - pH 3,8, 4,0 e 4,2). As discussdes foram abertas e 0
principal objetivo desta etapa foi investigar a concentragdo maxima de soro a ser utilizada, de
forma a garantir o aproveitamento maximo e o pH ideal.

A partir dos testes sensoriais preliminares foram identificados os intervalos referentes
ao teor de aclcar e o pH ideais para a formulacdo da bebida cujos niveis propostos sao
mostrados na Tabela 5 e o delineamento de superficie de resposta (MSR) utilizado,
apresentado na Tabela 6. No teste de aceitacdo, as amostras foram apresentadas
monadicamente a 90 consumidores, em duas sessoes, para evitar a fadiga sensorial devido ao
elevado numero de amostras. As mesmas foram servidas em copos plasticos codificados com
nameros de trés digitos e a ordem de apresentacdo foi balanceada, de acordo com MacFie et
al. (1989) para evitar erros de posicao. Os testes sensoriais preliminares foram realizados nas
dependéncias da Embrapa - CTAA.

Tabela 5. Intervalos de estudo para as variaveis experimentais com os limites inferiores e
superiores de teor de acUcar (%) e pH

., Niveis
Variavel
-1,414 -1 0 +1 +1,414
Acucar (%) x1 5,6 6,0 7,0 8,0 8,4
pH X2 3,7 3,8 40 472 43

Tabela 6. Delineamento experimental para o teste de aceitacdo sensorial

Ensaio x1 X2 Acucar (%) pH
1 -1 -1 6,0 3,8
2 -1 +1 6,0 4,2
3 +1 -1 8,0 3,8
4 +1 +1 8,0 4,2
5 -1,414 0 5,6 4,0
6 +1,414 0 8,4 4,0
7 0 -1,414 7,0 3,7
8 0 +1,414 7,0 4,3
9 0 0 7,0 4,0
10 0 0 7,0 4,0
11 0 0 7,0 4,0
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Foi realizada a Andlise de Variancia (ANOVA), com p=0,05, para a variavel resposta,
neste caso, a aceitacdo sensorial, para determinar os coeficientes lineares, quadraticos e de
interacdo, assim como a adequagao dos dados ao modelo.

Segunda etapa - Teste de aceitacdo, determinacdo da dogura ideal e caracterizacdo
sensorial de bebidas com diferentes teores de agucar

A partir da identificacdo do pH mais adequado foram preparadas bebidas com seis
concentragOes de sacarose: 0, 2, 4, 6, 8 e 10% (m/v) para identificar a dogura preferida pelos
participantes do estudo. As amostras foram servidas refrigeradas (12 + 2°C) em copos brancos
descartaveis de 50 mL, codificados com algarismos de trés digitos e apresentadas
monadicamente a 104 avaliadores ndo treinados. Agua mineral e biscoito tipo dgua foram
servidos para a limpeza do palato. As amostras foram avaliadas com relacdo a dogura
utilizando a escala do ideal de nove pontos, variando de 1 a 9, sendo 1 correspondente a
“muito menos doce do que o ideal”, 5 correspondente ao "ideal” e 9 representando “muito
mais doce do que o ideal”. O teste foi realizado em dois dias consecutivos nas dependéncias
da Embrapa Agrobiologia - Seropédica, RJ. As bebidas foram transportadas em caixas
isotérmicas até o local de execucdo do teste e mantidas sob refrigeracao.

Além da determinagdo da docura ideal foi realizado o teste de aceitagdo das bebidas
utilizando a escala hedénica de nove pontos (PERYAM; PILGRIM, 1957). Também foi
realizada a caracterizacdo sensorial através do questiondrio CATA (check-all-that-apply)
(ARES; JAEGER, 2015). O levantamento da terminologia sensorial foi realizado no
Laboratdrio de Analise Sensorial e Instrumental da Embrapa - CTAA em discussdo aberta
com dez avaliadores treinados na qual cada participante descreveu as amostras oferecidas em
termos das caracteristicas sensoriais relacionadas a aparéncia, aroma, consisténcia e sabor.
Em seguida, por consenso entre 0os membros da equipe foram definidos os termos mais
adequados para expressar 0s descritores a serem analisados. Assim, 22 termos descritores
relacionados aos atributos sensoriais da bebida de soro e uva foram sugeridos pela equipe, a
saber: (1) Quanto a aparéncia: cor caracteristica de uva e cor atrativa; (2) Quanto ao aroma:
aroma doce, aroma de uva, aroma fraco, aroma estranho, aroma de soro de leite/leite, aroma
agradavel; (3) Quanto ao sabor: gosto acido, gosto doce, gosto salgado, sabor de soro de
leite/leite, sabor de uva forte, sabor de uva fraco, sem agUcar/pouco doce, sabor estranho,
sabor residual persistente/ruim, tem equilibrio acidez dogura, ndo tem equilibrio acidez
docura, gostoso; (4) Quanto a consisténcia: encorpado e ralo.

Foram preparadas dez fichas diferentes balanceando a ordem de apresentacdo dos 22
atributos do questionério CATA para evitar vieses na coleta de dados, conforme sugerido por
Ares e Jaeger (2013). As fichas utilizadas nessa etapa do estudo estdo mostradas no Apéndice
A. Os participantes marcaram todos os atributos que consideravam descrever cada amostra.
Além disso, apds avaliarem as seis bebidas de uva, também foi solicitado que marcassem 0s
atributos esperados em uma bebida de uva ideal. Dados demograficos e relacionados ao perfil
de consumo dos participantes também foram coletados.

Os dados do questionario CATA foram analisados através da Anéalise Multipla de
Fatores (AMF) considerando os dados da preferéncia como varidvel suplementar. Para a
determinacéo da docura ideal os dados foram analisados atraves de regressao linear simples.
Todas as analises estatisticas foram realizadas no software XLSTAT® (ADDINSOFT, 2015).

Terceira etapa - Teste de aceitacdo e caracterizacdo sensorial das bebidas processadas

A partir da identificacdo da formulacdo mais adequada sob o ponto de vista do
consumidor, as bebidas foram submetidas aos processos de pasteurizacdo (PAS) e alta pressédo
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hidrostatica (APH) e, juntamente com uma bebida composta de uva disponivel no mercado,
avaliadas por 100 consumidores atraves do teste de aceitacdo e CATA. Neste estudo foram,
portanto, avaliadas trés amostras, conforme Tabela 7.

Tabela 7. Amostras avaliadas no teste de aceitacdo e CATA com a formulacdo final
pasteurizada (PAS), pressurizada (APH) e bebida comercial

Amostra Descricao
APH Bebida de soro e uva pressurizada (350 MPa/11 min)
PAS Bebida de soro e uva pasteurizada (70°C)
C Bebida composta comercial

As amostras foram preparadas e servidas como descritas na etapa anterior. Os dados
foram analisados por meio de ANOVA, teste de médias e teste de Cochran, utilizando-se o
programa XLSTAT® (ADDINSOFT, 2015).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo da Matéria-Prima
5.1.1 Caracterizagdo do soro de queijo Minas frescal

No presente trabalho, visando maior controle da matéria-prima, optou-se pela
obtencdo do soro a partir de queijo Minas frescal produzido na Embrapa - CTAA. Em todas as
etapas de fabricacdo de queijo para a obtencdo de soro, o rendimento do processo foi de
aproximadamente 70% a 75% em relacdo a quantidade de leite utilizada como matéria-prima.
A Tabela 8 apresenta a composicdo centesimal e a caracterizacao fisico-quimica do soro de
queijo Minas frescal.

Tabela 8. Composicdo centesimal e caracterizacdo fisico-quimica de soro de queijo Minas
frescal in natura

Anélise Resultado
Umidade (g/100g) 92,99 + 0,08
Extrato Etéreo (g/100g) 0,86 £ 0,06
Proteina (F=6,38) (g/100g) 0,89 £ 0,00
Cinzas (9/100g) 0,54 £ 0,01
Carboidratos (g/100g9) 4,72 £ 0,04
Sélidos Sollveis (°Brix) 7,00 +£0,10

pH 6,68 £ 0,01

Acidez em acido latico (g/1009) 0,06 + 0,00

Devido a adoc¢do de diferentes métodos de fabricacdo, o queijo Minas frescal tornou-se
um produto irregular em termos de padrdo de consisténcia, textura, sabor, durabilidade e
rendimento (SANGALETTI, 2007). Além disso, apresenta pouca autenticidade, uma vez que
ha& pouco controle de qualidade envolvendo o produto, principalmente no que diz respeito a
qualidade da matéria-prima. Em estudo conduzido por Magenis et al. (2014), foi observada
grande variacdo nas caracteristicas fisico-quimicas de 21 amostras de queijo Minas frescal
comercializados na Regido Sudeste do Brasil, e algumas amostras chegaram a ultrapassar 0s
limites estabelecidos pelo Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade (RTIQ) de Queijo
Minas frescal.

Os valores de umidade, proteinas, cinzas e carboidratos aqui relatados (Tabela 8)
foram préximos aos observados por Orddiiez (2005), Pelegrine e Carrasqueira (2008),
Smithers (2008), Teixeira e Fonseca (2008), Pescuma et al. (2010) e Tashima (2015) para
soro de leite bovino. No entanto, para lipideos, o valor foi superior ao relatado pelos mesmos
autores, que observaram variagdes de 0,1 a 0,8 g/100g. A diferenca na composic¢ao centesimal
do soro pode ser atribuida a variagfes nas condi¢des de processamento, como a variedade de
queijo produzido, o tratamento térmico e a manipulacdo (MIZUBUTI, 1994). Esta diferenca
também pode ser atribuida a variagdes na composicdo centesimal do leite utilizado na
fabricacdo do queijo. Fatores como alimentacdo, periodo de lactacdo, diferencas individuais
de cada animal e clima podem influenciar nas caracteristicas do leite e, consequentemente, do
soro dele proveniente (ALVES et al., 2014).
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Em relacdo ao teor de sélidos sollveis, os resultados aqui apresentados (Tabela 8)
foram superiores aos relatados por Mizubuti (1994) para soro doce liquido (6,35 - 6,90 °Brix),
por Brino et al. (2010) para soro doce (6,7 °Brix) e por Teixeira e Fonseca (2008) para soro de
queijo mugcarela (6,33 °Brix) e minas padréo (6,28 °Brix). Entretanto, foram inferiores aos
relatados por Baccouche et al. (2013) para soro de queijo mucarela submetidos a tratamento
térmico (8,33 °Brix) ou ndo (10,67 °Brix). A variagdo nos valores pode ser atribuida as
diferencas na composicdo centesimal dos soros, uma vez que 0 Brix esta diretamente
relacionado ao teor de lactose do material.

Né&o existe no Brasil uma legislacdo especifica para soro de queijo compativel com a
representatividade que este subproduto tem atualmente no setor agroindustrial. O
Regulamento da Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal (RIISPOA)
ndo prevé o uso do soro na alimentagdo humana e a IN n. 01/1985, ainda valida, discute sobre
requisitos para sua obtencdo e industrializacdo, mas de forma incipiente, pois na época em
que foi publicada o material ainda era tratado como residuo. Em 2006, a partir de uma
iniciativa do setor privado, foi entregue ao Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) uma proposta de Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade
para Bebidas Lacteas (RTIQ), para regulamentar a utilizacdo do soro como ingrediente deste
produto. Em 2012, o MAPA propds um RTIQ para soro de leite, que veio a Consulta Publica
em 2013 a partir da Portaria n. 53/2013 (BRASIL, 1952; BRASIL, 1985; BRASIL, 2013b;
MOSQUIM, 2014).

De acordo com esta Portaria, 0 soro doce deve apresentar pH entre 6,0 e 6,8 e acidez
entre 0,08 e 0,14 g de acido latico/100 g. O pH (6,68) (Tabela 8) foi concordante com o
previsto pela Portaria. Com relacdo a acidez, o valor (0,06 g de &cido latico/100 g) (Tabela 8)
foi inferior ao estabelecido, no entanto, de acordo com Antunes (2003), o soro doce pode
apresentar acidez de 0,05%. Em pesquisa conduzida por Cortez (2013) com 50
estabelecimentos queijeiros do Rio de Janeiro, o pH médio do soro foi de 6,28, atingindo
valor maximo de 6,69 e minimo de 3,52. A acidez média foi de 0,14 %, com valor maximo de
0,58% e valor minimo de 0,08 %. Os resultados deste estudo descreveram grande variacdo
dos parametros fisico-quimicos do soro, o que reflete a heterogeneidade no processamento de
queijos.

Minerais sdo elementos inorganicos que permanecem nas cinzas quando um alimento
é incinerado. Eles sdo usualmente divididos em dois grupos — macrominerais e microminerais
(ou elementos traco), e ainda em essenciais e ndo essenciais, dependendo se sdo ou nao
necessarios para a nutricdo humana e se possuem fungdo metabolica. Os macrominerais estao
envolvidos na formacdo dos componentes estruturais do corpo, como o calcio, magnésio e 0
fosforo na formacdo de ossos e dentes; e na manutencdo do pH dos fluidos corporais,
conducdo de impulsos nervosos e controle da contracdo muscular. J& 0os microminerais
geralmente estdo envolvidos em funcdes fisiologicas especificas, como o iodo nos horménios
da tireoide e 0 zinco como sitio ativo de enzimas (REILLY, 2002). A presenca de elementos
metalicos nos alimentos varia amplamente, em funcdo de numerosos fatores associados a
condi¢cdes ambientais, as praticas tecnoldgicas e ao uso indiscriminado de produtos quimicos
em tratos culturais e na producdo animal, e tem provocado o aparecimento de elementos
quimicos em alimentos, a exemplo do chumbo e cadmio (GONCALVES et al., 2008). Na
Tabela 9 esta apresentada a composi¢do de minerais do soro.
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Tabela 9. Composi¢do em minerais do soro de queijo Minas frescal in natura

Minerais Teor (mg/L)*
Macrominerais
Sadio 454,048 + 1,003
Potassio 1369,084 + 4,136
Magnésio 67,614 + 0,139
Fosforo 356,263 + 1,054
Calcio 364,798 + 4,448
Microminerais
Manganés 0,023 + 0,001
Cobre 0,360 £ 0,010
Selénio 1,034 £ 0,047

*Média + desvio-padréo

O estudo da composicdo inorganica do soro permite a determinacdo de espécies
metalicas que possuem propriedades nutricionais e outras espécies possivelmente toxicas. A
composicao dos diversos tipos de soro varia consideravelmente com a origem do leite e com o
processo utilizado na fabricacdo do queijo (TAVARES; CADORE, 2009). Em geral, 0 soro
apresenta alta salinidade e retém aproximadamente 38% dos minerais presentes no leite,
principalmente célcio, magnésio e fosforo (BALDASSO, 2008). Segundo Prazeres et al.
(2012), o soro pode ter 0,46 a 10% de minerais, sendo os principais os cloretos de sodio e
potéssio (> 50%), além dos sais de célcio (fosfatos, principalmente). No presente estudo
foram encontrados altos teores de sodio, potassio, fosforo, magnésio e calcio, o que esta de
acordo com os autores. Os resultados do presente estudo assemelharam-se ainda aos de Atauri
et al. (2014), que detectaram em soro doce 0s mesmos macrominerais aqui informados, porém
em quantidades diferentes.

De acordo com Baldasso (2008), além dos principais macrominerais encontrados no
leite, hd aproximadamente 20 elementos que podem estar presentes em quantidades menores,
como cobre, ferro, silicio, zinco, iodo, entre outros. Foram quantificados trés microminerais
essenciais no soro (manganés, cobre e selénio). N&o foram detectados ferro, zinco, cobalto,
cromo, molibdénio, chumbo e aluminio. Atauri et al. (2014) encontraram zinco, ferro,
manganés, mercurio e estanho em amostras de soro e relataram concentracdo de manganés
(0,01 £ 0,00 mg/L) inferior a aqui exposta. Gongalves et al. (2008) detectaram concentracdo
média de cobre semelhante & do presente estudo (0,39 + 0,18 mg/L) em leite bovino
pasteurizado, sendo esta quantidade considerada baixa.

Chama atencdo a alta concentracdo de selénio detectada no soro (1,034 mg/L ou 103,4
1g/100g), que foi muito superior ao teor médio encontrado por Ferreira et al. (2002) para
amostras de leite bovino integral pasteurizado (1,9 ng/100g) e queijo Minas frescal (9,9
Hg/100g). Sugere-se que estes resultados estejam relacionados & alimentagdo dos animais.
Como no Brasil a maioria dos solos apresenta deficiéncia de minerais, os produtores rurais
adotaram a suplementacdo mineral do rebanho. Entretanto, a pratica tem sido realizada
indiscriminadamente, enquanto deveria ser fundamentada no fornecimento exclusivo do(s)
mineral(is) deficiente(s) e na(s) quantidade(s) necessaria(s) (PEIXOTO et al., 2005). Segundo
Tokarnia et al. (2000) s6 devem ser fornecidos os minerais sabidamente deficientes no Brasil:
sodio, fésforo, cobre, cobalto e apenas eventualmente selénio e zinco.

Embora o selénio seja um microelemento essencial, agindo associado a seleno-
proteinas e protegendo o organismo contra a oxidagdo descontrolada, se ingerido em excesso
pode apresentar efeito nocivo. A diferenca entre a ingestdo recomendada e aquela que
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provoca toxidez é muito pequena. Ressalta-se, portanto, a importancia do monitoramento do
teor de minerais nos alimentos, incluindo leite e derivados, por conta da toxicidade que alguns
destes elementos podem apresentar, em especial cobre e selénio.

O soro in natura é um material muito perecivel, pois apresenta elevada atividade de
agua, € rico em lactose e outros nutrientes sollveis, propiciando o crescimento de diversos
microrganismos que ocasionam alteracdes sensoriais e quimicas, além de estarem associados
a riscos para a saude coletiva devido a presenca de microrganismos patogénicos (CORTEZ,
2013). Embora o soro utilizado no presente estudo seja proveniente de leite pasteurizado,
existe a possibilidade de recontaminacdo durante a obtencdo e manipulacdo. A Tabela 10
apresenta o resultado da andlise microbioldgica do soro de queijo Minas frescal in natura.

Tabela 10. Caracterizagdo microbioldgica de soro de queijo Minas frescal in natura

Andlise Resultado

Aerobios mesofilos* (UFC/g) 1,0 x 10°
Coliformes a 35°C (UFC/qg) <3
Coliformes a 35°C (UFC/g) <3

Staphylococcus coagulase positiva (UFC/g) <1,0 x 10?

*Resultado em valores estimados; UFC/g - Unidade Formadora de Colénia/grama.

De acordo com a Portaria n. 53/2013, h& parametros microbioldgicos a serem
atendidos pelo soro de queijo do tipo doce e do tipo acido, na forma pasteurizada ou em po.
Esta norma regulamenta ainda soro em p6 desmineralizado e reduzido em lactose. Para uma
amostra indicativa, o soro pasteurizado deve apresentar valores maximos de 1,5 x 10° (UFC/g)
para contagem de aerébios meséfilos; 1,0 x 10° (UFC/g) para coliformes a 35°C; 1,0 x 10°
(UFC/g) para coliformes a 45°C e 1,0 x 10> (UFC/g) para Staphylococcus coagulase positiva
(BRASIL, 2013Db). Desta forma, pode-se dizer que o soro de queijo Minas frescal utilizado
como matéria-prima atendeu aos requisitos estabelecidos pela Legislacdo Brasileira. Vale
ainda destacar a qualidade microbiolégica do material, pois apresentou caracteristicas
favoraveis, mesmo sem ser pasteurizado.

Embora o soro de queijo esteja recebendo destaque por conta de seus possiveis
beneficios a salde, a capacidade antioxidante determinada por TEAC foi de 0,05 + 0,01 pumol
Trolox/g. De acordo com Hernandez-Ledesma et al. (2011), as proteinas intactas do soro
podem apresentar alguma atividade biologica, mas na maioria das vezes agem apenas como
precursoras de peptideos bioativos, fragmentos menores liberados pela hidrdlise destas
proteinas a partir da acdo de diferentes enzimas. Desta forma, projeta-se aqui o
aprimoramento de estudos que investiguem a capacidade antioxidante de soro hidrolisado e a
utilizacdo de outras metodologias capazes de identificar tal propriedade, uma vez que ndo ha
consenso sobre 0 método analitico para a determinacéo da capacidade antioxidante.

5.1.2 Caracterizacao da polpa de uva

A Tabela 11 apresenta os resultados referentes a composicdo centesimal e
caracterizagdo fisico-quimica da polpa de uva.
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Tabela 11. Composicao centesimal e caracterizacao fisico-quimica de polpa de uva in natura

Analise Resultado
Umidade (g/1009q) 81,50 £ 0,00
Extrato Etéreo (g/1009) 0,14+ 0,01
Proteina - Nitrogénio total (Fator=5,75) 0,02 £0,01
(9/1009)
Cinzas (g/100g) 0,07 £0,01
Carboidratos (g/100g) 18,27 £ 0,01
Solidos Solaveis (°Brix) 19,50 £ 0,10
pH 3,21 +0,01
Acidez Total 6,71 £ 0,04
Acidez em acido tartarico (g/100g) 0,50 £ 0,00
Ratio (°Brix/Acidez) 39,0

A composicdo centesimal da polpa de uva demonstra tratar-se de uma bebida com
reduzidos teores de lipidios, proteinas e maiores proporcGes de agua, agucares, e alguns
minerais (RIZZON; MENEGUZZO, 2007). Os resultados encontrados no presente estudo
para umidade e cinzas foram inferiores aos relatados na Tabela Brasileira de Composicao de
Alimentos (85,1% e 0,2%) (NEPA, 2011) e aos descritos por Santana et al. (2015) (86,49% e
0,22%) para suco de uva concentrado e suco de uva integral. Entretanto, a polpa de uva
apresentou maior teor de carboidratos quando comparado aos mesmos estudos (14,7% e
13,11%).

As caracteristicas fisico-quimicas das frutas de uma determinada espécie variam, além
do fator genético, com o local, época de colheita, estagio de maturacdo, tratos culturais e
outros (TIBURSKI, 2009). De acordo com o RTIQ para Polpa de Uva (IN 01/2000), a polpa
deve apresentar pH minimo de 2,9, teor de sélidos soltveis superior a 15 °Brix e acidez total
em &cido tartarico maior que 0,41%. Desta forma, a polpa utilizada atende aos requerimentos
da legislacdo (BRASIL, 2000). Os valores para solidos sollveis e acidez estdo dentro da faixa
encontrada por Burin et al. (2010) para sucos de uva. O pH (3,21) foi ligeiramente inferior &
faixa encontrada pelos autores (3,25 - 3,64) e concordante com a faixa encontrada por Gurak
et al. (2008) (2,94 - 3,58) e Munhoz et al. (2014) (3,13 a 3,57) para sucos de uva.

O teor de solidos soluveis (19,5%) foi superior ao apontado por Gurak et al. (2008)
(14,0 - 16,9 °Brix), Santana et al. (2011) (14,21 a 17,30 °Brix), Malacrida e Motta (2006)
(13,9 -18,5 °Brix) e Nagato et al. (2003) (14,0 - 18,9 °Brix), entretanto esteve na faixa (9,5 -
21,5%) apresentada por Burin et al. (2010) para sucos de uva.

A acidez das frutas pode variar consideravelmente de uma espécie para outra, sendo
que, enquanto frutas pouco &cidas, como meldo, banana e abacate possuem acidez entre 0,1 e
0,3%, as frutas mais acidas apresentam variacdo entre 3 a 8% de acidez, como é o caso do
lim&o, do umbu, do maracuja e da uva (TIBURSKI, 2009). A acidez em &cido tartarico aqui
relatada (0,50%) foi inferior a faixa observada por Gurak et al. (2008) (0,68 - 1,01%) e por
Santana et al. (2008) (0,83 - 0,97%), porém concordante a faixa apontada por Malacrida e
Mota (2006) (0,40 - 0,57%) para sucos de uva.

A relacdo Brix/acidez (Ratio) é comumente usada como um indicador da maturagéo e
palatabilidade de frutas, quanto menor, mais acida e/ou menos doce sera a polpa ou suco. O
resultado aqui exposto para este parametro (39,0) foi superior aos relatados por Burin et al.
(2010) (11,0 - 33,4), por Rizzon e Miele (2012) (20,8) e por Munhoz et al. (2014) (12,0 -
22,95) para sucos de uva.
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As frutas em geral apresentam grande variedade de vitaminas e minerais essenciais, 0
que as tornam uma rica contribuicdo para a dieta humana. A Tabela 12 apresenta a
composicdo em minerais da polpa de uva in natura.

Tabela 12. Composicdo em minerais da polpa de uva in natura

Minerais Teor (mg/L)*
Macrominerais
Sadio 23,164 + 0,001
Potassio 351,151 £ 2,712
Magnésio 100,447 + 0,896
Fésforo 142,122 + 0,902
Calcio 123,062 + 1,301
Microminerais
Manganés 2,260 £ 0,042
Cobre 1,197 £ 0,008
Zinco 0,800 + 0,009
Ferro 1,282 + 0,002

*Média * desvio-padrédo

Com relacdo ao teor de macrominerais, 0s resultados aqui encontrados foram
superiores aos apresentados na Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos (TACO) para
calcio e magnésio para uva italia (70 e 50 mg/kg), uva rubi (80 e 60 mg/kg) e suco de uva
concentrado (90 e 70 mg/kg). Também foram maiores que os apontados por Dani et al. (2012)
para magnésio e célcio em sucos de uva tinto (10,70 e 10,38 mg/kg) e branco (12,88 e 7,45
mg/kg). Os resultados assemelharam-se aos apresentados para umbu (110 e 120 mg/kg).

Foram quantificados quatro microminerais essenciais (manganés, cobre, zinco e ferro),
em teores superiores aos relatados por Dani et al. (2012) para o suco de uva tinto. No entanto,
para suco de uva branco, os teores de cobre (2,41 mg/kg) e de zinco (1,29 mg/kg) foram
superiores. Ndo foram quantificados cobalto, cromo, molibdénio, selénio, chumbo e aluminio.
As variagdes nos teores de microminerais podem ser atribuidas a variedade de uva, as
caracteristicas do solo e ao uso de substancias quimicas (DANI et al., 2012).

O perfil mineral de uvas e de seu suco é um importante aspecto nutricional e
tecnoldgico. A ingestdo diaria de 500 mL de suco de uva tinto é capaz de suprir 7 - 14%, 4-
8%, 6-9% e mais de 100% das necessidades diarias de ferro, manganés, zinco e cobre,
respectivamente, para adultos. Além disso, alguns minerais podem favorecer reacdes de
oxirreducdo responsaveis por alteracdes sensoriais em derivados de uva (DANI et al., 2012).

Com relacgdo as caracteristicas higiénico-sanitarias, na Tabela 13 estdo apresentados 0s
resultados das analises microbioldgicas realizadas na polpa de uva.

Tabela 13. Caracterizagcdo microbiologica de polpa de uva in natura

Analise Resultado
= i Afilac*
Contagem padréo em (pllﬁzcg.;,g(;e aerdébios mesofilos <10 x 10*
. *
Contagem de fungo(s J::Igr/l;(;ntosos e leveduras <1.0x 10

*Resultado em valores estimados; UFC/g - Unidade Formadora de Coldnia/grama.
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De acordo com a IN n. 01/2000, polpas de fruta in natura congeladas podem
apresentar soma de bolores e leveduras méaxima de 5,0 x 10%g, valor muito superior ao
encontrado no presente estudo. Além desta analise, 0 documento preconiza a realizagdo da
enumeracdo de coliformes a 45°C. Ja a RDC n. 12/2001 prevé a realizagdo desta Ultima
analise e a deteccdo de Salmonella sp.. Estas analises ndo foram realizadas pelo fato da polpa
de uva ser pasteurizada e, supostamente, in6cua. No entanto, foi efetuada a contagem padréo
em placas de aerdbios mesofilos, que € um bom indicativo da qualidade sanitaria da matéria-
prima. Conforme exposto na Tabela 14, o resultado foi inferior ao limite estabelecido pela
metodologia (25 - 250 UFC/g). O processo de obtencdo da polpa, a adequada caracteristica
sanitdria dos frutos, a adequada condi¢do higiénica de manuseio na inddstria e,
principalmente, o fato de se tratar de uma polpa pasteurizada, sdo responsaveis por tais
resultados.

O suco de uva é uma importante fonte de compostos fenolicos e antocianinas, além de
apresentar elevada capacidade antioxidante. O contedo de fendlicos totais e de antocianinas
nas uvas varia de acordo com a especie, variedade, maturidade, condicdes climéticas e
cultivar (MALACRIDA; MOTTA, 2005). As caracteristicas da polpa de uva em relagcdo aos
compostos bioativos sdo apresentadas na Tabela 14.

Tabela 14. Caracterizacao da polpa de uva quanto ao teor de compostos bioativos

Item Resultado
Compostos fendlicos (mg GAE/100g) 203,63 + 6,96
Antocianinas (mg/100g) 29,74 £ 0,31
Capacidade antioxidante (umol TEAC/q) 11,68 £ 0,90

O teor de fendlicos foi semelhante ao encontrado por Sun et al. (2002) para uva rosada
(201,00 + 2,90 mg GAE/100 g) e superior ao relatado por Sanchez-Moreno et al. (1999) para
suco de uva tinto fresco (172,80 mg GAE/100 g). O resultado também foi préximo a média do
teor de fendlicos encontrado por Burin et al. (2010) para sucos de uva comerciais (228,26 mg
GAE/100g). Além disso, estes autores encontraram teor medio de antocianinas de 19,25
mg/100 g para as mesmas amostras, valor inferior ao da polpa. Malacrida e Mota (2005)
relataram para este mesmo parametro teor de 2,87 mg/100 g, valor quase 10 vezes mais baixo
gue no presente estudo. Com relacdo a capacidade antioxidante, a comparagdo com outros
resultados da literatura é dificultada pela variabilidade de métodos empregados para a
mensuracao deste parametro.

Tais diferencas podem ser ocasionadas pelo tipo de uva, condigdes de processamento e
de armazenamento. Vale ressaltar que a polpa, por ser pasteurizada, provavelmente
apresentou variacao na quantidade e no tipo de compostos fendlicos em relacdo a fruta de
origem. A extracdo a quente contribui para uma maior concentracdo de fendlicos em sucos e
polpas, mas o uso de altas temperaturas durante a extracao, pasteurizacdo e estocagem pode
acarretar perdas na quantidade de compostos fendlicos, principalmente devido a degradacéo
de antocianinas.

5.1.3 Caracterizagao centesimal e em minerais da bebida de soro e uva

A partir da analise da matéria-prima, a composicao centesimal e o teor de minerais da
bebida de soro e uva desenvolvida no presente estudo foi calculada e ilustrada na Tabela 15,
junto a composicéo nutricional da bebida composta de uva comercial (Hidra®), fabricada pela
empresa Batavo®. As informacdes referentes ao produto comercial foram reproduzidas a

52



partir das informacbes presentes no rétulo. A Ingestdo Diaria Recomendada (IDR) foi
calculada para a bebida desenvolvida na presente pesquisa considerando a mesma
apresentacdo da bebida comercial (330 g).

Tabela 15. Composicdo centesimal e em minerais das bebidas experimental e comercial de
Soro e uva

Item Bebidaem o |ppa Bebida % IDR®
_ estudo comercial
Valor energético
(Kcal/100g) 43,44 (602 kJ) 7 47,58 (659 kJ) 8
Umidade (g/100g) 89,54 - - -
Gorduras totais® (g/100g) 0,64 4 0,00 0
Proteinas® (g/100g) 0,63 3 1,00 4
Cinzas (g/100g) 0,40 - - -
Carboidratos® (g/100g) 8,79 10 10,90 12
Sodio® (mg/100g) 32,48 4 40,36 6
Potéassio (mg/100g) 106,37 - 100 -
Magnésio (mg/100g) 7,74 10 6,97 9
Fésforo (mg/100g) 29,19 14 36,36 17
Calcio (mg/100g) 29,23 10 27,27 9
Manganés (.g/100g) 80 11 -
Cobre (g/1009) 60 22 - -
Selénio (ug/1009) 70 679 3,33 32
Zinco (ug/100g) 20 1 - -
Ferro (ug/100g) 40 1 - -

?Ingestéo Diaria Recomendada para adultos (BRASIL, 2005); ° BARROS et al. (2010);* BRASIL (2003)

A bebida em estudo apresentou composi¢cdo centesimal e em minerais semelhante a
bebida comercial. Merece destaque a melhor contribuicdo para a IDR com relacdo ao teor de
minerais, pois a bebida de soro e uva aqui desenvolvida apresentou menor teor de sédio além
de manganés, cobre, zinco e ferro entre os constituintes minerais, que estiveram ausentes na
bebida comercial.

A bebida experimental apresentou alta concentracdo de selénio, 0 que ja era esperado
devido ao alto teor deste mineral no soro, conforme discutido anteriormente. No entanto, 0
valor do limite superior toleravel (Tolerable Upper Intake Level/UL) para o selénio em
adultos é de 400 pg/dia. Desta forma, a ingestdo de apenas uma porc¢do de bebida (330 Q)
preparada a partir do soro em questdo ndo traria prejuizos a saude associados ao risco de
selenose, pois apresentaria 231 pg deste mineral. Ressalta-se aqui que esta caracteristica do
produto final foi determinada exclusivamente pela composicdo da matéria-prima.

5.2 Efeitos da Alta Pressdo Hidrostatica (APH) nas Caracteristicas de Qualidade e
Seguranca da Bebida de Soro e Uva

5.2.1 Efeitos da APH sobre caracteristicas fisico-quimicas da bebida de soro e uva

As medias das analises fisico-quimicas realizadas na bebida de soro e uva submetida a
diferentes tratamentos de APH e nas bebidas controle (néo tratada) e pasteurizada séo
ilustradas na Tabela 16.
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Tabela 16. Caracterizacao fisico-quimica das amostras de bebida de soro e uva

Tratamentos pH Acidez Total (%)  Solidos Solaveis (°Brix)
c? 3,85 +0,00° 6,13 £ 0,01 *° 143+0,12°
PAS" 3,85 +0,01° 6,15 +0,01° 144+0,1°

1 (250 MPa/4min) 3,84 +0,00° 6,06 + 0,05 "¢ 14,1 +0,1 >°¢
2 (450 MPa/4min) 3,84 +0,00° 6,03 + 0,06 "¢ 14,1 +0,1°¢¢
3 (250 MPa/10min) 3,84 +0,00° 5,99 + 0,04 °¢ 14,1 +0,1°¢¢
4 (450 MPa/10min) 3,85+0,01° 5,99 + 0,06 ¢ 14,1 +0,1°¢¢
5 (350 MPa/3min) 3,84+0,01° 6,00 + 0,04 ¢4 14,1 +0,0°¢¢
6 (350 MPa/11min) 3,85+ 0,00° 6,04 + 0,01 ¢4 14,2 +0,1%°
7 (210 MPa/7min) 3,85+ 0,002 6,06 + 0,02 %P4 14,2 + 0,1%"¢
8 (490 MPa/7min) 3,84 +0,00° 5,93 + 0,05 ¢ 14,2 +0,1%°¢
9 (350 MPa/7min) 3,85+0,00° 6,00 + 0,01 "¢ 14,1 +0,1°¢¢
10 (350 MPa/7min) 3,85+ 0,00° 6,05 + 0,06 >4 140+0,1°
11 (350 MPa/7min) 3,84 +0,00° 6,03 + 0,02 >4 14,0 +0,1°¢

*Letras iguais em uma mesma coluna néo diferem significativamente entre si (p<0,05) pelo teste de Tukey. a) C:
Controle; b) PAS: Pasteurizada.

Os parametros do processo, tempo e pressao, ndo exerceram efeito significativo na
caracterizacdo fisico-quimica da bebida de soro e uva de acordo com a metodologia de
superficie de resposta (MSR). Em geral, a alta pressdo ndo interfere nos parametros fisico-
quimicos dos alimentos, que estdo intimamente relacionados a qualidade e aceitacdo dos
produtos. No presente estudo, ndo foi observada alteracdo no pH das bebidas pressurizadas, o
que é corroborado por Barba et al. (2012), que submeteram uma bebida mista de leite e suco
de laranja a diferentes niveis de pressdo e tempo (100 - 400 MPa/2-9 min) e ndo relataram
interferéncia do processamento no pH. Tadapaneni et al. (2012) também ndo encontraram
variagdo significativa no pH de amostras de bebida mista de morango e leite pressurizadas
(200 - 800 MPa/1 - 15 min). Em geral, quando pressurizados, 0s alimentos apresentam efeito
tampdo por conta dos &cidos fracos presentes em sua composicao, e, por este motivo sdo
resistentes a mudanca de pH. No entanto, a APH pode causar diminuicdo do pH acompanhada
de aumento da acidez titulavel, devido a dissociacdo de &cidos fracos, o que é varidvel de
acordo com a matriz do alimento em questdo (SAMARANAYAKE; SASTRY, 2013).

A acidez total da amostra pasteurizada (6,15 %) foi ligeiramente superior a da amostra
controle (6,13 %). A acidez total variou de 5,93 a 6,06 % para as bebidas pressurizadas,
valores inferiores as amostras controle e pasteurizada. Em experimento conduzido por
Samaranayake e Sastry (2013), alimentos liquidos apresentaram aumento de acidez titulavel
apos submetidos a pressdes superiores a 800 MPa, resultados discordantes aos deste estudo.

Para o teor de solidos soluveis, houve variacdo de 14,0 a 14,2 °Brix nas amostras
pressurizadas, valores ligeiramente inferiores as amostras controle e pasteurizada (14,3 e 14,4
°Brix, respectivamente). Embora tenha sido demonstrada diferenca estatistica sequndo o Teste
de Tukey, os valores aqui apresentados para esta analise foram muito proximos. Portanto,
pode-se inferir que ndo haveria diferenca entre as bebidas a nivel industrial. Supbe-se que a
diferenca aqui demonstrada possa ser atribuida a variacdo amostral entre os pontos do
processamento durante a execucao da anélise, e ndo devido aos diferentes tratamentos.

Baccouche et al. (2013) desenvolveram uma bebida de soro e Opuntia spp. (uma
espéecie de cacto de regides semi-aridas) e relataram que a estabilidade fisico-quimica do
produto foi influenciada pela composicdo do suco (polissacarideos, acUcares, proteinas e
compostos fenolicos), do soro de queijo (proteinas, minerais e lactose) e pela presenca de
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aditivos. Acucares, polissacarideos, minerais e fenolicos podem interagir com as proteinas do
soro por mecanismos variados e influenciar nos atributos fisico-quimicos da bebida mista.
Assim, sugere-se que o0 entendimento da interacdo entre 0s ingredientes seja necessario para a
otimizacdo da estabilidade fisico-quimica deste tipo de produto.

Os resultados da turbidez da bebida de soro e uva submetida a diferentes tratamentos
de APH e das bebidas controle e pasteurizada sdo ilustrados na Tabela 17.

Tabela 17. Caracterizacdo quanto a turbidez das amostras de bebida de soro e uva

Tratamentos Turbidez (absorbancia) % incremento
c? 0,213 +0,0012 -
PAS® 0,318 + 0,006 33,02%
1 (250 MPa/4min) 0,272 + 0,004 °¢ 21,69%
2 (450 MPa/4min) 0,294 + 0,005 ¢ 27,55%
3 (250 MPa/10min) 0,270 + 0,010° 21,11%
4 (450 MPa/10min) 0,285 + 0,009 >4 25,26%
5 (350 MPa/3min) 0,279 + 0,007 °¢ 23,66%
6 (350 MPa/11min) 0,285 + 0,009 *¢¢ 25,26%
7 (210 MPa/4min) 0,269 + 0,012° 20,82%
8 (490 MPa/4min) 0,307 +0,013°¢ 30,62%
9 (350 MPa/10min) 0,281 + 0,001 °¢ 24,20%
10 (350 MPa/10min) 0,280 + 0,001 °¢ 22,55%
11 (350 MPa/10min) 0,275 + 0,001 °° 23,93%

*Letras iguais em uma mesma coluna ndo diferem significativamente entre si (p<0,05) pelo teste de Tukey. a) C:
Controle; b) PAS: Pasteurizada.

Dentre as amostras estudadas, a controle apresentou a menor turbidez (0,213) e a
pasteurizada apresentou o maior valor (0,318) para este atributo, 0 que representou
incremento na ordem de 33,02%. Nas amostras pressurizadas, a turbidez variou de 0,269 a
0,307. Todas as amostras submetidas a processamentos diferiram estatisticamente da controle,
0 que demonstrou que tanto a pasteurizacdo quanto a pressurizacdo foram capazes de
interferir na turbidez. N&o houve separagéo de fases em quaisquer amostras.

Os resultados da influéncia da pressao e do tempo na turbidez segundo a MSR foram
avaliados e os coeficientes de regressao e desvio-padrdo com 5% de significancia estdo
apresentados na Tabela 18.

Tabela 18. Avaliaco das variaveis do DCCR® para a turbidez da bebida de soro e uva

Erro Padréao

Variaveis Efeito t(2) P
Erro Puro

Média* 0,278893 0,001853 150,5179 0,000044
Presséo (L)* 0,022778 0,002284 9,9707 0,009910
Pressao (Q) 0,006857 0,002722 2,5186 0,128052
Tempo (L) -0,000794 0,002339 -0,3395 0,766555
Tempo (Q) 0,000534 0,002939 -0,1818 0,872465
Pressdo(L) x Tempo(L)  -0,003500 0,003215 -1,0888 0,389957

3 Delineamento composto central rotacional; *Fatores significativos a 95% de confianca; R” ajustado=0,76; (L) =
coeficiente linear; (Q) = coeficiente quadratico.
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Apenas o efeito da pressao foi significativo (p<0,05), tendo apresentado efeito linear
positivo, ou seja, dentro da faixa estudada, a turbidez da bebida de soro e uva tende a
aumentar com o aumento da pressao, conforme ilustrado pela Tabela 18. O mesmo pode ser
visualizado ao observar as amostras 1 a 4 na Tabela 17, onde nota-se que 0s maiores valores
(0,294 e 0,285) foram alcancados com o nivel de pressdo de 450 MPa. O modelo gerado
explicou 76% da variancia do experimento (R? ajustado = 0,76).

O modelo que apresenta a influéncia da variavel independente Pressdo sobre a
variavel resposta Turbidez é apresentado pela Equacéo 4 e pela Figura 11.

Turbidez = 0,27 - 0,0009*Pressao (Eq. 4)

Tempo

150 200 250 300 350 400 450 500 550 [ 0:27
Presséo

(b)

Figura 11. Superficie de resposta (a) e curvas de contorno (b) em funcdo de tempo e pressdo
para a turbidez da bebida de soro e uva.

Em estudo conduzido por Barba et al. (2012b) com uma bebida mista, foi observada
reducdo significativa da turbidez de amostras processadas a pressdes superiores a 200 MPa,
resultados diferentes aos do presente estudo. No entanto, os autores formularam uma bebida a
base de leite e laranja e, sobre o leite, a pressurizacdo causa a dissociacdo das moléculas de
caseina, o que contribui para o decréscimo da turbidez (BARBA et al., 2012b). O soro
apresenta constituicdo proteica diferenciada do leite, o que pode justificar os resultados aqui
encontrados.

A funcionalidade das proteinas do soro é demonstrada por meio das interacdes entre as
moléculas formadoras da proteina e o solvente (agua), sais (ions) e outros componentes dos
alimentos (agucares). As proteinas do soro apresentam boa solubilidade em ampla faixa de pH
(2,0 a 9,0), o0 que € importante para sua aplicacdo em bebidas. A maior parte dos alimentos
apresenta pH entre 3,0 e 7,0. Em pH 3,0, a B-lactoglobulina possui carga positiva muito alta, o
que significa que ha forgas de repulsdo entre as proteinas na solugéo. Estas forcas inibem a
interacdo entre as proteinas, mesmo quando o calor é aplicado. Se o pH é modificado para 4,0
(pH préximo ao da bebida em estudo) a carga positiva é diminuida e ha aumento da interacéo
entre as proteinas. Consequentemente, ocorre aumento da turbidez, mesmo sem o
aquecimento, devido a atracdo e agregacao de proteinas (BURRINGTON, 2012).

O calor também pode influenciar a solubilidade e estabilidade das proteinas do soro. A

B-lactoglobulina e a a-lactoalbumina s&o as principais responsaveis pela estabilidade. Quando
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o calor é aplicado a temperaturas mais elevadas, como por exemplo, superiores a temperatura
de desnaturacao da B-lactoglobulina (78°C), ocorre agregacdo de proteinas e precipitagéo,
podendo ocasionar aumento da turbidez, da viscosidade, separacdo de fases e precipitacdo
(BURRINGTON, 2012). No presente estudo, a amostra pasteurizada foi a que apresentou
maior incremento na turbidez, entretanto ndo houve mudangas perceptiveis a olho nu na
aparéncia da bebida, como por exemplo, separacdo de fases. Isto provavelmente pode ser
atribuido ao tratamento téermico moderado ao qual a amostra foi submetida (70 °C).

A manutencdo da estabilidade das proteinas do soro com o processamento térmico é
um desafio, ja que estas sdo suscetiveis a alteracdes como a desnaturacao, o que faz com que
processamentos como a APH, sejam possiveis alternativas ao nivel industrial. As amostras
pressurizadas apresentaram resultados de turbidez que diferiram estatisticamente das amostras
controle e pasteurizada, demonstrando que o processamento € capaz de aumentar a turbidez,
no entanto de forma mais branda que a pasteurizacdo. Entre as amostras pressurizadas, o
menor (20,82%) e o maior (30,62%) incremento na turbidez foram observados nas amostras
submetidas ao menor (210 MPa) e ao maior (490 MPa) nivel de pressdo, respectivamente. Tal
resultado estd de acordo com Ldpez-Fandifio (2006), que relatou que o aumento da
desnaturacdo das proteinas do soro é diretamente proporcional ao aumento da pressdo, o que
influencia a turbidez.

Embora ndo tenha avaliado efeitos da APH, Baccouche et al. (2013) estudaram a
estabilidade fisico-quimica de uma bebida de soro e Opuntia spp., semelhante a bebida aqui
desenvolvida. Os autores relataram que houve incremento da turbidez durante o
armazenamento. O acUcar presente na polpa da fruta e a sacarose adicionada foram
hidrolisados na presenca de acido citrico, produzindo agUcares redutores (glicose e frutose),
requeridos para a reacdo de Maillard com as proteinas do soro. Além disso, a formacéo de
complexos entre os compostos fendlicos e as proteinas do soro promoveu 0 aumento da
turbidez, uma vez que esta interagdo é a principal fonte de turvacdo em bebidas. Sugere-se
que estes mecanismos também tenham influenciado a turbidez das amostras na presente
pesquisa.

5.2.2 Efeitos da APH sobre caracteristicas microbiologicas da bebida de soro e uva

Embora a APH receba destaque por sua capacidade de preservar atributos nutricionais
e sensoriais nos alimentos, o principal objetivo desta tecnologia € minimizar os efeitos
adversos do calor, ao mesmo tempo em que confere a seguranca microbioldgica
(TADAPANENI et al., 2012).

Bebidas contendo apenas soro de queijo e fruta, como a desenvolvida neste
experimento, ainda ndo possuem RTIQ na Legislacdo Brasileira. A Portaria n. 53/2013
estabelece parametros que devem ser atendidos pelo soro de queijo, mas ndo regulamenta
bebidas contendo soro. Estas bebidas também ndo se encaixam no RTIQ de Bebidas Lacteas
(IN n. 16/2005), pois bebida lactea € definida como o produto lacteo resultante da mistura do
leite e soro de leite adicionado ou ndo de substéncia alimenticia, gordura vegetal, leite
fermentado, fermentos lacteos ou outros produtos lacteos; a base lactea representando pelo
menos 51% massa/massa (m/m) do total de ingredientes do produto. Além disso, este tipo de
produto, quando adicionado de frutas, deve apresentar teor de proteinas minimo de 1,0%. As
bebidas a base de soro de queijo e suco de fruta disponiveis no mercado enquadram-se na
categoria de bebidas compostas e s@o comercializadas dentro da categoria de sucos. Por este
motivo, os valores aqui encontrados para as analises microbiolédgicas foram confrontados com
0s parametros microbioldgicos estabelecidos para o soro, de acordo com a Portaria n. 53/2013
(BRASIL, 2001; BRASIL, 2005; BRASIL, 2013; ZACARCHENCO et al., 2013). Na Tabela
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19 sdo ilustrados os resultados das andlises microbiologicas da bebida de soro e uva

submetida a diferentes tratamentos de APH e das bebidas controle e pasteurizada.

Tabela 19. Caracterizacdo microbioldgica das amostras de bebida de soro e uva

Coliformes Coliformes  Aerobios f”;ﬁ;?fossos salmonella
Tratamentos 45°C 35°C Mesofilos* e Leveduras* spp
(UFClg) (UFClg) (UFC/g) (UFClg)
c? <3 <3 <1,0x 10"  <1,0x10° Ausente
PAS" <3 <3 5,0 x 10" <1,0 x 10" Ausente
1 (250 MPa/4min) <3 <3 <1,0 x 10* <1,0 x 10* Ausente
2 (450 MPa/4min) <3 <3 <1,0 x 10* <1,0 x 10* Ausente
3 (250 MPa/10min) <3 <3 <1,0x 10"  <1,0x 10 Ausente
4 (450 MPa/10min) <3 <3 <1,0 x 10* <1,0 x 10* Ausente
5 (350 MPa/3min) <3 <3 <1,0 x 10* <1,0 x 10* Ausente
6 (350 MPa/11min) <3 <3 <1,0 x 10* <1,0 x 10* Ausente
7 (210 MPa/7min) <3 <3 <1,0x 10"  <1,0x 10 Ausente
8 (490 MPa/7min) <3 <3 <1,0 x 10* <1,0 x 10* Ausente
9 (350 MPa/7min) <3 <3 <1,0x 10"  <1,0x 10 Ausente
10 (350 MPa/7min) <3 <3 <1,0 x 10* <1,0 x 10* Ausente
11 (350 MPa/7min) <3 <3 <1,0x10*  <1,0x10 Ausente

* Resultado em valores estimados; UFC/g - Unidade Formadora de Colénia/grama a) C: Controle; b) PAS:
Pasteurizada.

Todas as amostras apresentaram enumeracdo de coliformes a 35°C e a 45°C e
contagem de aerébios mesofilos em conformidade com a determinacdo da Portaria n. 53/2013
para soro pasteurizado. Embora a Portaria ndo faca mencao a detec¢do de Salmonella spp. ou
contagem de fungos filamentosos e leveduras, estas técnicas foram incorporadas as analises.
Salmonella spp. € um importante patdgeno causador de infec¢des alimentares e cuja analise
para possivel deteccdo é preconizada pela RDC n. 12, de 2001 para todos o0s produtos lacteos,
incluindo leite pasteurizado, matéria-prima do soro de queijo Minas frescal. Fungos e
leveduras, embora ndo possuam representatividade como microbiota patogénica, constituem-
se em agentes deteriorantes de alimentos, afetando a vida Gtil dos produtos, inclusive sucos de
fruta. Ndo foi detectada a presenca de Salmonella spp. nas amostras, 0 que pode ser atribuido
a boa qualidade microbiolégica do leite. Além disso, o pH da bebida (pH=3,8), ndo seria
favoravel para o desenvolvimento deste microrganismo. Com relacdo a contagem de fungos
filamentosos e leveduras, todas as amostras apresentaram contagem em conformidade ao
estabelecido pela metodologia (15 - 150 UFC/g).

Analisando a Tabela 19, € possivel observar que a amostra controle apresentou boa
condicdo sanitaria, o que pode ser atribuido a qualidade da matéria-prima e ao adequado
processo de fabricacdo da bebida. Verificou-se ainda que a condicao sanitaria da amostra nao
tratada foi mantida nas amostras processadas, resultado ja esperado, indicando que ndo houve
contaminacdo durante o preparo da amostra para o0 processamento.

5.2.3 Efeitos da APH sobre o teor de fendlicos totais da bebida de soro e uva

O teor de compostos fendlicos encontrado na bebida de soro e uva submetida a
diferentes tratamentos de APH e nas bebidas controle e pasteurizada é ilustrado na Tabela 20.
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Tabela 20. Caracterizacao quanto ao teor de fendlicos das amostras de bebida de soro e uva

Tratamentos Teor de fenolicos (mg GAE/1009) % retencao
c? 72,75+530° -
PAS® 71,33 +£57222° 98,05%
1 (250 MPa/4min) 66,00 + 2,06 *° 90,72%
2 (450 MPa/4min) 63,04 +2,26° 86,65%
3 (250 MPa/10min) 69,88 + 2,552° 96,05%
4 (450 MPa/10min) 66,50 + 1,44 2" 91,41%
5 (350 MPa/3min) 69,30 +1,672° 95,26%
6 (350 MPa/11min) 66,50 + 1,44 2" 91,41%
7 (210 MPa/4min) 65,54 + 1,402° 90,09%
8 (490 MPa/4min) 67,14 +1,36*" 92,29%
9 (350 MPa/10min) 66,20 + 3,16 " 91,00%
10 (350 MPa/10min) 66,98 +1,90° 92,07%
11 (350 MPa/10min) 66,20 + 2,94 2P 91,00%

*Letras iguais em uma mesma coluna néo diferem significativamente entre si (p<0,05) pelo teste de Tukey. a) C:
Controle; b) PAS: Pasteurizada.

O teor de fendlicos totais variou de 63,04 a 69,88 mg GAE /100 g nas bebidas
pressurizadas. O menor teor de fendlicos foi encontrado na amostra processada por 450
MPa/4 min, enquanto o maior foi referente ao tratamento de 250 MPa/10 min. Os parametros
do processo, tempo e pressdo, ndo tiveram efeito significativo no teor de fendlicos totais e,
portanto, ndo descreveram o comportamento dos compostos fendlicos em relacdo aos
tratamentos, de acordo com a MSR. Nao foi verificado qualquer termo significativo, linear ou
quadrético, no modelo ajustado aos dados. O coeficiente de correlagdo ajustado foi igual a
zero (R?ajustado= 0,00), resultando na falta de ajuste significativa do modelo (p<0,05).

Na tentativa de ajuste, foram retirados os pontos axiais e os dados foram analisados
segundo um planejamento fatorial 22 com trés pontos centrais (modelo linear). Desta forma, o
modelo gerado explicou 96,5% da variancia dos dados (R? ajustado= 0,9646). Os resultados
do delineamento para a influéncia da pressao e do tempo foram avaliados e os coeficientes de
regressdo e desvio-padrdo com 5% de significancia estdo apresentados na Tabela 21. Na faixa
estudada, pressdo e tempo apresentaram efeito significativo (p<0,05) sobre o teor de
fendlicos. A pressdo teve efeito linear negativo, enquanto o tempo, efeito linear positivo.

Tabela 21. Avaliacdo das varidveis do planejamento fatorial para o teor de fendlicos da
bebida de soro e uva

Erro Padréao

Variaveis Efeito t(2) P
Erro Puro
Media* 66,40000 0,170210 390,1064 0,000007
Presséo (L)* -3,17000 0,450333 -7,0392 0,019590
Tempo (L)* 3,67000 0,450333 8,1495 0,014725
Presséo(L) x Tempo(L) -0,21000 0,450333 -0,4663 0,686846

*Fatores significativos a 95% de confianca; R’ ajustado= 0,96; (L) = coeficiente linear; (Q) = coeficiente
quadrético.

O modelo que apresenta a influéncia das varidveis independentes Pressdo e Tempo
sobre a varidvel resposta Teor de Fendlicos é apresentado pela Equacédo 5 e pela Figura 12.
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Teor de Fendlicos = 66,81 - 0,134*Pressado + 0,73*Tempo (Eq. 5)
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Figura 12. Superficie de resposta (a) e curvas de contorno (b) em funcao de pressdo e tempo
para o teor de fenolicos na bebida de soro e uva.

Os resultados sugerem que na faixa estudada, o emprego de pressdo mais baixa por
tempo prolongado resultaria em maior retencdo do conteudo de fendlicos totais na bebida.
Barba et al. (2012) encontraram comportamento semelhante em uma bebida mista de leite e
laranja, que apresentou maior teor de fendlicos quando submetida a 100 MPa/7 min,
correspondendo a uma retencdo de aproximadamente 122%.

A amostra pasteurizada apresentou percentual de retencdo (98,05%) de fendlicos totais
superior as amostras pressurizadas. Entretanto, de acordo com o Teste de Tukey (p<0,05),
apenas a amostra referente ao tratamento a 450 MPa/4min diferiu estatisticamente da bebida
controle, enquanto as outras amostras pressurizadas ndo diferiram da amostra controle e
pasteurizada, indicando que a APH ndo teve influéncia negativa sobre o teor de fendlicos.

N&do existe concordancia com relacdo aos efeitos da APH sobre os compostos
fendlicos nos alimentos. Em geral, eles costumam ser bastante resistentes a pressao em frutas,
sucos e polpas. Romas sdo conhecidas por seu alto teor de compostos fendélicos. Ferrari et al.
(2010) processaram suco de roma a temperatura ambiente, a 400 - 600 MPa, por 5 e 10 min e
observaram reducdo no teor de fendlicos para todos os tratamentos. Por outro lado, Queiroz et
al. (2010) reportaram acréscimo de 17% e 22% no percentual de retencdo de fendlicos de suco
de caju pressurizado a 250 MPa/5 min e 400 MPa/5 min, respectivamente.

Além das condigdes do processamento, a matriz do alimento influencia diretamente o
comportamento dos fendlicos totais. De acordo com Barba et al. (2012), em bebida de leite e
laranja, os niveis de compostos fenolicos aumentaram significativamente em comparagdo a
amostras ndo tratadas, exceto na condi¢do de pressurizagdo de 400 MPa/9 min, onde houve
decréscimo. Segundo os autores, o aumento pode estar relacionado a maior facilidade de
extracdo das amostras apds a pressurizacao.

Por outro lado, Tadapaneni et al. (2012) demonstraram situacdo oposta, avaliando um
produto semelhante ao aqui desenvolvido: uma bebida de leite e morango. A pressurizagao
causou reducdo no percentual de retencdo de fendlicos em relacdo a amostra controle nédo
tratada. Segundo os autores, € possivel que os compostos fenolicos tenham sido degradados
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pela atividade enzimatica residual de enzimas, como a peroxidase ou a polifenoloxidase, que
sdo tipicas de produtos a base de frutas. Outra possibilidade é que os compostos fendlicos
tenham formado complexos secundarios com as proteinas do leite, acUcares e outras
moléculas e que a alta pressdo tenha atuado sobre a estrutura destes complexos, diminuindo
sua biodisponibilidade. Também é possivel que os complexos de fenolicos e proteinas
tenham sido retidos na etapa de filtragdo, quando as amostras foram preparadas para a analise.
Todas estas explicagdes poderiam ser extrapoladas para o presente trabalho, j& que o soro
retém parte das proteinas do leite e lactose, com as quais os compostos fendlicos da polpa de
uva podem apresentar interacdo. Por este motivo, destaca-se aqui também a necessidade de
execucgdo de estudos que investiguem a interacdo entre fenolicos e bases lacteas, bem como a
biodisponibilidade dos compostos fendlicos nestes sistemas.

A bebida de uva apresentou menor teor de fendlicos do que a polpa de uva in natura
(203,63 £ 6,96 mg GAE/100g), 0 que ja era esperado devido a proporc¢éo de soro: fruta (70/30
%), e pelo fato da base lactea atuar neste caso como um interferente (TADAPANENI et al.,
2012). Ainda assim, a quantidade de fendlicos encontrada na bebida foi semelhante ao teor de
fendlicos apresentado por algumas frutas, como maracuja, manga e mamdao papaya
(aproximadamente 60 mg GAE/100g) (LUXIMON-RAMMA et al., 2003; TIBURSKI, 2009).

5.2.4 Efeitos da APH sobre o teor de antocianinas da bebida de soro e uva

O teor de antocianinas encontrado na bebida de soro e uva submetida a diferentes
tratamentos de APH e nas bebidas controle e pasteurizada é ilustrado na Tabela 22.

Tabela 22. Caracterizagcdo quanto ao teor de antocianinas das amostras de bebida de soro e
uva

Tratamentos Teor de antocianinas (mg/100g) % retencao
c? 8,72+0,28° -
PAS® 8,53+0,21° 97,82
1 (250 MPa/4min) 8,91+0,21° 102,18
2 (450 MPa/4min) 8,80 +0,29° 100,92
3 (250 MPa/10min) 8,89 +0,23° 101,95
4 (450 MPa/10min) 8,88 +0,22° 101,83
5 (350 MPa/3min) 8,75+0,29° 100,34
6 (350 MPa/11min) 8,83+0,26° 101,26
7 (210 MPa/7min) 8,71+0,34° 99,89
8 (490 MPa/7min) 8,80+0,25° 100,92
9 (350 MPa/7min) 8,82+0,16° 101,13
10 (350 MPa/7min) 8,84 +0,17° 101,38
11 (350 MPa/7min) 8,79+0,32° 100,80

*Letras iguais em uma mesma coluna néo diferem significativamente entre si (p<0,05) pelo teste de Tukey. a) C:
Controle; b) PAS: Pasteurizada.

Dentre as amostras estudadas, a pasteurizada apresentou 0 menor teor de antocianinas
(8,53 £ 0,21 mg/100g), o que pode ser atribuido a alta sensibilidade destes pigmentos ao calor
(TADAPANENI et al., 2012). Nas amostras pressurizadas, o teor de antocianinas variou de
8,71 a 8,91 mg/100 g, demonstrando certa estabilidade dos pigmentos a pressdo. Os
parametros do processo, tempo e pressdo, nao tiveram efeito significativo no teor de
antocianinas, de acordo com a MSR. Assim como ocorreu para o teor de fendlicos, ndo foi
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verificado qualquer termo significativo, linear ou quadratico, no modelo ajustado aos dados.
Retirando os pontos axiais e analisando os dados segundo um planejamento fatorial 2% com
trés pontos centrais, foi verificada a falta de ajuste (R? ajustado= 0,06), ndo sendo possivel
validar o modelo.

Ao comparar-se a média e o desvio-padrdo (8,87 £ 0,05 mg/100g) dos experimentos 1
- 4, e os valores (8,82 + 0,03 mg/100g) obtidos para as trés repeti¢cbes do ponto central (9-11),
observou-se que o desvio-padrdo para o ponto central foi menor do que o verificado nos
experimentos fatoriais. Portanto, a falta de ajuste ndo pode ser atribuida ao erro experimental.
Ela pode ser explicada pela proximidade dos resultados médios para o teor de antocianinas
das amostras, o que pode ser atribuido a proximidade dos niveis de presséo e tempo aplicados.

Embora ndo tenha sido constatada diferenca estatistica entre as amostras no Teste de
Tukey (p<0,05), aquelas processadas por APH apresentaram percentual de retencdo de
antocianinas levemente superior a amostra pasteurizada. Estudos de cinética tém demonstrado
que as antocianinas presentes em frutas, sucos e polpas de fruta sdo sensiveis ao aumento de
temperatura e relativamente resistentes a pressdao. Garcia-Palazon et al. (2004) reportaram a
estabilidade de antocianinas em morango e framboesa vermelha, mesmo quando processadas
em condi¢cbes extremas de pressao (800 MPa/15 min). Similarmente, Patras et al. (2009)
relataram a estabilidade destes compostos em polpa de morango e de mirtilo submetidos a
tratamentos de 400 - 600 MPa/15 min. Verbeyst et al. (2010) e Verbeyst et al. (2011)
constataram que o efeito da pressurizagdo costuma ser menor em comparacao ao térmico e 0s
pigmentos sdo bastante estaveis a pressdes de até 600 MPa, a temperatura ambiente.

Engmann et al. (2014) estudaram os efeitos de quatro varidveis (temperatura, tempo de
aquecimento, pressao e tempo de pressurizacdo) no conteddo de antocianinas de suco de
amora e apontaram o maior efeito da temperatura sobre o decréscimo das antocianinas,
seguido pelo tempo de aquecimento. Os autores observaram decréscimo de 22% na retengdo
de antocianinas a 85°C. A retencdo de antocianinas relativamente alta aqui observada na
amostra pasteurizada pode ser atribuida ao tratamento em condi¢do menos intensa (70°C).

Apenas a amostra processada no nivel de pressdo menos severo (210 MPa/7 min)
apresentou teor de antocianinas ligeiramente inferior ao controle (8,71 + 0,34 mg/100g). O
maior teor de antocianinas foi observado nas amostras processadas a 250 MPa por 4 min (8,91
+ 0,21 mg/100g) e 10 min (8,89 = 0,23 mg/100g).

Os resultados aqui apresentados assemelharam-se aos relatados por Barba et al. (2013)
para suco de mirtilo, cujos teores de antocianinas das amostras presssurizadas a 200-600 MPa
por 5 a 15 min foram muito semelhantes ou superiores a amostra controle. Este resultado
sugere que nestas condi¢Oes de processamento a APH modifica 0 mecanismo de degradacao
das antocianinas, afetando moléculas envolvidas na cinética de reacdo, como as enzimas.

Tadapaneni et al. (2012) desenvolveram uma bebida de leite € morango e a
submeteram a 200 MPa/15 min e 600 - 800 MPa/1 - 15 min. Os autores observaram reducéo
no teor de antocianinas (pelargodina 3-O-glucosideo, pelargodina 3-malonil-glucosideo e
pelargodina 3-malonil-rutinosideo) nas amostras pressurizadas em relacdo ao controle ndo
tratado. No entanto, para a maior parte dos tratamentos, o teor de antocianinas foi superior ao
da amostra pasteurizada. No presente estudo, as amostras de bebida apresentaram baixo teor
de antocianinas quando comparadas a polpa de uva in natura (29,74 + 0,31 mg/100g), o que
pode ser atribuido & menor proporcdo de fruta (30%) em relacdo ao soro (70%). Ainda assim,
a quantidade aqui encontrada foi superior a observada por Burin et al. (2010) para trés sucos
de uva comerciais produzidos em Santa Catarina (2,55; 4,25 e 7,99 mg/100g).
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5.2.5 Efeitos da APH sobre a capacidade antioxidante da bebida de soro e uva

A capacidade antioxidante da bebida de soro e uva submetida a diferentes tratamentos
de APH e nas bebidas controle e pasteurizada é ilustrada na Tabela 23.

Tabela 23. Caracterizagdo quanto a capacidade antioxidante das amostras de bebida de soro e
uva

Capacidade antioxidante

Tratamentos (umol Trolox/g) % retencéo
c? 1,33 £ 0,01 2P¢ -
PAS" 1,10 £ 0,09 * 82,71%
1 (250 MPa/4min) 1,41 +0,03°¢ 106,01%
2 (450 MPa/4min) 1,24 +0,06 *° 93,24%
3 (250 MPa/10min) 1,23+0,102° 92,48%
4 (450 MPa/10min) 1,26 + 0,03 *° 94,74%
5 (350 MPa/3min) 1,32 + 0,06 *°° 99,25%
6 (350 MPa/11min) 1,66 +0,01¢ 124,81%
7 (210 MPa/7min) 1,50 + 0,07 ¢¢ 112,78%
8 (490 MPa/7min) 1,24 +0,07 2" 93,24%
9 (350 MPa/7min) 1,67 +0,07 ¢ 125,56%
10 (350 MPa/7min) 1,64+0,11¢ 123,31%

*Letras iguais em uma mesma coluna ndo diferem significativamente entre si (p<0,05) pelo teste de Tukey. a) C:
Controle; b) PAS: Pasteurizada.

Da mesma forma como ocorreu para o teor de fendlicos e de antocianinas, a bebida de
uva apresentou menor capacidade antioxidante do que a polpa de uva in natura (11,68 £ 0,90
umol TEAC/g), o que era esperado devido a proporcdo de soro: fruta (70/30 %) e pela
interferéncia da base lactea (TADAPANENI et al., 2012).

A capacidade antioxidante nas amostras pressurizadas variou de 1,23 a 1,67 pmol
TEAC/g, o que representou uma variacdo de -7,52% a +25,56% em relacdo a amostra
controle. O menor percentual de retengdo de antioxidantes foi observado na amostra
pasteurizada, com perda de aproximadamente 18% em relacdo a amostra controle. Chen et al.
(2013) estudaram o efeito da APH na capacidade antioxidante de suco de roma e observaram,
assim como no presente estudo, que esta tecnologia preservou melhor o contetdo de
compostos bioativos da bebida que a pasteurizacdo, tendo 0 mesmo ocorrido para uma bebida
mista de leite e laranja (BARBA et al., 2012b).

De acordo com o Teste de Tukey (p<0,05), as amostras pressurizadas a 350 MPa, por
7 e 11 min apresentaram capacidade antioxidante significativamente superior, enquanto as
demais néo diferiram estatisticamente da amostra controle. Tadapaneni et al. (2012) relataram
que o processamento a 200 MPa/15 min e a 600 MPa/ 1 - 15 min causou aumento
significativo da capacidade antioxidante (ORAC) de uma bebida de leite e morango, enquanto
tratamentos de magnitude superior em tempo e pressdo (> 600 MPa) ndo influenciaram tal
atributo, sugerindo que o0 aumento poderia estar associado com uma possivel diminuicdo de
volume decorrente da pressurizacdo ou com alteracbes na matriz do alimento, o que leva a
liberacdo de compostos capazes de se ligar a radicais livres. Os resultados aqui encontrados
para a capacidade antioxidante da bebida de soro e uva foram semelhantes aos relatados por
Patras et al. (2009), que reportaram que a APH aumentou ou n&do afetou o atributo em
alimentos liquidos (DPPH). No entanto, estes resultados devem ser discutidos apenas para
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efeito de ilustracdo e ndo de comparacdo, pois, para cada um dos estudos, foi utilizada uma
metodologia para a mensuragao da capacidade antioxidante (TEAC, ORAC e DPPH).

Os resultados da influéncia da presséo e do tempo na capacidade antioxidante segundo
a MSR foram avaliados e os coeficientes de regressdo e desvio-padrdo com 5% de
significancia estdo apresentados na Tabela 24.

Tabela 24. Avaliacdo das variaveis do DCCR?® para a capacidade antioxidante da bebida de
Soro e uva

Erro Padréao

Variaveis Efeito t(2) P
Erro Puro

Média* 1,663855 0,014963 111,1956 0,005725
Pressédo (L) -0,127273 0,015076 -8,4423 0,075058
Presséo (Q)* -0,363259 0,019874 -18,2779 0,034795
Tempo (L) -0,077647 0,015435 5,0306 0,124920
Tempo (Q) -0,272658 0,021525 -12,6669 0,050155
Pressdo(L) x Tempo(L)  0,100000 0,021213 4,7140 0,133075

S Delineamento composto central rotacional; *Fatores significativos a 95% de confianca; R” ajustado=0,34; (L) =
coeficiente linear; (Q) = coeficiente quadratico.

Apenas o efeito quadratico da pressdo foi significativo (p<0,05), 0 que sugere que
dentro da faixa estudada, o tratamento a 350 MPa permitiu a retencdo maxima da capacidade
antioxidante no ponto central (350 MPa/7 min). Desta forma, o aumento da pressdo
inicialmente permitiu 0 aumento da capacidade antioxidante, o que ndo ocorreu de forma
progressiva, pois foi verificada menor retencdo em tratamentos com pressdes inferiores e
superiores a 350 MPa.

O modelo que apresenta a influéncia da variavel independente Pressdo sobre a
variavel resposta Capacidade antioxidante é apresentado pela Equacéo 6 e pela Figura 13.

Capacidade antioxidante = - 0,76 - 0,00002*Pressao? (Eq. 6)

Tempo

BRI apTN

Neoe NRD

RN

50 200 250 300 350 400 450 500 550
Pressédo

(b)

Figura 13. Superficie de resposta (a) e curvas de contorno (b) em funcdo de pressao e tempo
para a capacidade antioxidante na bebida de soro e uva.
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Os resultados aqui apresentados (Tabela 24 e Figura 13) sugerem uma possivel
interferéncia do calor adiabatico na extracdo dos compostos responsaveis pela capacidade
antioxidante. A elevacdo da temperatura com a pressao no inicio do processo, devido ao calor
adiabético, ocasiona incremento de cerca de 3 °C para cada 100 MPa, o que pode ter
contribuido para os resultados, pois a elevacdo da pressdo resulta inicialmente em acréscimo e
posteriormente em decréscimo da capacidade antioxidante. Desta forma, pode ter ocorrido o
efeito antagbnico de incremento da extracdo com a elevacdo de pressao, mas contrariamente a
degradacdo dos compostos pela elevagdo de temperatura associada com tal aumento de
pressdo (TOEPFL et al., 2006; TIBURSKI, 2009).

Outra possibilidade é que a alta pressdo tenha inicialmente ocasionado um aumento
na permeabilidade da membrana celular e/ou de organelas, ou mesmo uma modificacdo nas
interacbes entre proteinas e compostos fendlicos, favorecendo a extracdo dos compostos
responsaveis pela capacidade antioxidante do produto, a exemplo do que ocorre em alimentos
ricos em carotenoides. Com o decorrer do processo, em virtude do efeito térmico ocasionado
pela interferéncia do calor adiabatico, o calor poderia ter inativado a liberacdo destes
compostos e, portanto, a capacidade antioxidante ter diminuido nas amostras (KEENAN et
al., 2010).

Né&o foi encontrada uma correlacdo (Teste de Correlacdo de Pearson) entre o teor de
fenolicos e de antocianinas e a capacidade antioxidante (r = - 0,15). Barba et al. (2012b)
encontraram correlacdo negativa entre o teor de fenolicos e a capacidade antioxidante em uma
bebida de leite e laranja, 0 mesmo sendo obervado por Tiburski (2009) para polpa de caja
pressurizada. No entanto, Patras et al. (2009) encontraram correlacdo positiva entre a
capacidade antioxidante e o teor de antocianinas em polpa de morango, o que pode ser
justificado pelo fato da pressurizagao provocar diferentes resultados nos produtos de frutas.

Todas as amostras aqui estudadas apresentaram resultados semelhantes para as
andlises fisico-quimica, microbioldgica e para o teor de compostos bioativos. O critério de
escolha do tratamento a ser utilizado na bebida submetida a anélise sensorial foi baseado na
seguranca microbioldgica que o mesmo poderia garantir ao produto comercial. Por este
motivo, tratamentos com 0s maiores niveis de pressdo (> 350 MPa) e maior tempo de
retencdo (> 10 min) foram priorizados. Todas as amostras processadas em tais condigdes
apresentaram a mesma condicdo microbioldgica. Como a amostra pressurizada a 350 MPa/11
minutos apresentou melhor retencdo da capacidade antioxidante, este tratamento foi escolhido
como condicdo de processamento da bebida a ser avaliada no teste sensorial com o
consumidor.

5.2.6 Efeitos da APH sobre a cor da bebida de soro e uva

A faixa de temperatura (80 - 110 °C) comumente utilizada na indUstria para o
processamento de produtos a base de frutas pode provocar o escurecimento de sucos, como o
de abacaxi, de macd, pera e ameixa e de laranja (TIBURSKI, 2009). Por este motivo, a
preservacdo da cor nestes produtos é uma das principais vantagens da APH, uma vez que a
tecnologia apresenta efeito limitado nos pigmentos responsaveis por esta caracteristica dos
alimentos. O efeito da APH e da pasteurizacdo nos parametros de cor da bebida de soro e uva
é ilustrado na Tabela 25.
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Tabela 25. Caracterizacao quanto aos parametros de cor das amostras de bebida de soro e uva

Tratamentos L* a* b* AE
c? 30,96 + 0,13 2" 3,22+0,13° -1,65 + 0,13 -

PAS® 31,14 +0,142° 3,57 £0,14*° -1,32 +£0,01" 0,51
1 (250 MPa/4min) 31,17 +0,14 *° 3,75+0,07*"  -1,53+0,04"¢ 0,58
2 (450 MPa/4min) 30,95 + 0,15 2P 3,64 +0,07%° -1,38 + 0,05°" 0,50
3 (250 MPa/10min) 31,10 + 0,04 2" 3,569 + 0,09 2" -1,58 + 0,08%"¢ 0,40
4 (450 MPa/10min) 30,92 + 0,01 2P 3,47+0,09°¢  -143+0,07%¢" 0,34
5 (350 MPa/3min) 31,27 +0,12° 3,87+0,10®  -1,53 +0,03*"¢¢ 0,53
6 (350 MPa/11min) 31,09 + 0,06 2P 3,74+0,13*°  -142+0,03%¢" 0,58
7 (210 MPa/4min) 31,17 £0,10 *° 3,54 +0,06°" -1,64 +0,02*° 0,38
8 (490 MPa/4min) 30,80 + 0,46 ° 3,72+0,20*®  -1,47 +0,09%%¢ 0,55
9 (350 MPa/10min) 31,20 + 0,16 " 3,61+0,15*  -1,50+0,05%%¢ 0,38
10 (350 MPa/10min) 31,16 + 0,11*" 3,561 +0,15°¢ -1,50 + 0,03%%¢ 0,48

*Letras iguais em uma mesma coluna ndo diferem entre si significativamente (p<0,05) pelo teste de Tukey. a) C:
Controle; b) PAS: Pasteurizada.

Tomando como referéncia a escala CIELAB, observou-se que as amostras
pressurizadas, ndo diferiram estatisticamente da amostra controle. Para todas as amostras
pressurizadas houve aumento significativo da coloracdo vermelha (aumento de a*) em relacéo
ao controle, além de uma tendéncia de diminuicdo da coloracdo azul (aumento de b*). Estas
modificacdes podem ser atribuidas a mudancas na isomeria dos pigmentos responsaveis pela
cor (BARBA et al., 2012b). A analise através da MSR demonstrou que pressao e tempo de
retencdo nao foram significativos nos modelos gerados, 0 mesmo ocorrendo com a analise dos
dados segundo um planejamento fatorial simples.

Embora o Teste de Tukey tenha apontado diferenca estatistica entre as amostras com
relacdo aos parédmetros L*, a*, b*, para as amostras PAS, 1, 2, 3, 5, 6 e 8 a diferenca foi
classificada como "pouco perceptivel” (4E = 0,5 a 1,5), enquanto para as restantes, como "nédo
perceptivel" (4E = 0 a 0,5), demonstrando certa estabilidade da cor. Daoudi et al. (2002)
observaram comportamento semelhante em suco de uva branco pressurizado (400 - 500
MPa/2 °C/ 10 min e 400 MPa/40 °C/10 min), que ndo apresentou diferenca de cor
visualmente perceptivel imediatamente ap6s a pressurizacgéo.

5.3 Analise Sensorial
5.3.1 Primeira etapa - Testes sensoriais preliminares

N&o houve consenso entre os participantes do primeiro estudo preliminar em relacédo
ao teor de soro de queijo Minas frescal e polpa de uva a ser utilizado na formulacdo da bebida.
Porém, como o presente estudo visou o aproveitamento maximo do soro, foi utilizada a
quantidade intermediaria deste ingrediente (70%), uma vez que a concentracdo superior
(80%) foi rejeitada. Desta forma, a formulacao base foi fixada em 70% de soro (v/v) e 30% de
polpa de uva (v/v).

A partir da formulacédo base (70% soro: 30% polpa de uva) foi investigada a aceitacao
das bebidas variando o teor de aglUcar e o pH, seguindo a metodologia de superficie de
resposta (MSR). As médias de aceitacdo para cada formulacdo de bebida de soro e uva séo
apresentadas na Tabela 26. Ndo houve diferenca entre as bebidas avaliadas quanto a
aceitacdo, porem foi observado efeito significativo do pH na aceitagdo (p=0,03, Tabela 27). O
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efeito do teor de aclcar e do pH pode ser observado nos parametros estatisticos mostrados na
Tabela 27.

Tabela 26. Médias da aceitacdo® das bebidas de soro e uva

Amostras Teor de oH Médias
Acucar (%) (xdesvio-padréo)
1 6,0 3,8 532,00
2 6,0 4,2 50+2,18
3 8,0 3,8 53+2,07
4 8,0 4,2 53+2.22
5 5,6 4,0 51+£215
6 8,4 4,0 561,99
7 7,0 3,7 55+2,10
8 7,0 4,3 49+229
9 7,0 4,0 53+1,97
10 7,0 4,0 55+1,92
11 7,0 4,0 54217

$ Avaliada em escala heddnica de nove pontos variando de 1: desgostei extremamente a 9: gostei extremamente.

Tabela 27. Efeito das varidveis independentes e interagdo na aceitacdo sensorial da bebida de
SOro e uva

Erro Padréao

Variaveis Efeito E t(2) P
rro Puro

Média* 5415226 0046633 1161236 __ 0,000074

Teor de Agucar (L) 0,022727 0,057443 3,8774 0,060538
Teor de Aciicar (Q)  -0,127087  0,069657 11,8245 0,209636
oH (L)* 0287059 0055448 51771 0,035345

oH (Q) 0245698 0061969 -3.9649 0,058122

Teor de a‘?‘(f;‘r LXPH 5130000 0080829 1,6083 0,249027

*Fatores significativos a 95% de confianca; R” ajustado=0,73; (L) = coeficiente linear; (Q) = coeficiente
quadrético.

Apenas o efeito do pH foi significativo (p<0,05), tendo apresentado efeito linear
negativo, ou seja, dentro da faixa estudada, a aceitacdo sensorial tendeu a aumentar com a
diminuicdo do pH, conforme ilustrado pela Tabela 27. O modelo gerado explicou 73% da
variancia do experimento (R? ajustado = 0,73). Embora os dados n&o tenham se encaixado ao
modelo, os resultados sugeriram que fosse utilizado o pH de 3,8 para as proximas etapas de
analise sensorial e que outro teste fosse realizado para identificar o teor de agucar, pois foi
encontrado p>0,05 para esta variavel.

Resultados da literatura revelaram que ndo existe padronizacdo com relacdo a
quantidade de soro a ser utilizada no desenvolvimento de bebidas. Para os produtos cuja base
lactea é apenas o soro, a quantidade de ingredientes pode variar de acordo com o tipo de soro
(doce ou é&cido) e a fruta (HOLSINGER et al., 1974). Guedes et al. (2013) variaram a
concentracdo de soro de queijo coalho de 35 a 75% para a elaboragdo de bebida de soro e
fruta. As bebidas preferidas no teste sensorial foram as de graviola, morango e goiaba, nesta
ordem. A maior propor¢cdo de soro na bebida ndo foi responsavel pela diminuicdo da
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preferéncia dos avaliadores, pois as bebidas sabor graviola, goiaba e caju, todas com 65% de
soro colocaram-se em primeiro, terceiro e quarto lugares, respectivamente. Ainda,
comparando o primeiro e o ultimo lugar, a bebida preferida tinha maior quantidade de soro
(65%) do que a sexta colocada (45%). Isto demonstra a importancia da fruta utilizada na
formulacéo e as proporgOes entre ela e o soro. Mesmo para as bebidas lacteas, ndo ha uma
proporcdo padréo de leite:soro a ser seguida. Foi estabelecido apenas que a base lactea deve
representar no minimo 51% dos ingredientes; portanto, ndo se tem conhecimento sobre o que
pode ocorrer ao variar a proporcao de leite e soro (ALMEIDA et al., 2000), o que ratifica a
importancia dos estudos sensoriais na avaliagdo dos produtos.

5.3.2 Segunda etapa - Teste de aceitacdo, determinacao da dogura ideal e caracterizacio
sensorial de bebidas com diferentes teores de acucar

Como nao foi possivel concluir sobre a docura preferida a partir do estudo
anteriormente apresentado utilizando a metodologia de superficie de resposta (MSR,
resultados mostrados na Tabela 26), foram elaboradas formulagcdes com diferentes teores de
sacarose (0 - 10%) e pH 3,8 (identificado como o mais adequado), as quais foram avaliadas
quanto a aceitacdo por consumidores de leite e bebidas lacteas em geral. A Tabela 28
apresenta a média da aceitacdo dos consumidores (n=104) em relacao as bebidas avaliadas.

Tabela 28. Média de aceitacdo® global e desvio-padrao (entre parénteses) das bebidas de soro
e uva elaboradas com diferentes teores de acucar (pH 3,8)

Amostra Aceitacao Global
F1 (0%) 3,94(2,1)
F2 (2%) 4,9°(2,0)
F3 (4%) 5,5°(2,2)
F4 (6%) 5,6°(2,3)
F5 (8%) 5,6°(2,3)
F6 (10%) 5,7°(2,2)

$ Avaliada em escala heddnica de nove pontos variando de 1: desgostei extremamente a 9: gostei extremamente.
*Letras iguais em uma mesma coluna ndo diferem entre si significativamente (p<0,05) pelo teste de Tukey.

As médias de aceitacdo global para as bebidas variaram de 3,9 a 5,7. Foi observada
uma tendéncia de aumento da aceitacdo a medida que a dogura das bebidas aumentou. A
maior aceitacdo foi observada para as bebidas com 4, 6, 8 e 10% de acucar, que ndo diferiram
estatisticamente entre si segundo o Teste de Tukey (p<0,05). No entanto, diferiram das
amostras com zero e 2% de sacarose. A amostra sem agUcar foi a que alcangcou a menor
aceitacdo, seguida pela amostra com 2% de acucar.

Assim como ocorreu com a proporcao de soro e fruta, ndo houve consenso quanto a
quantidade de agucar a ser adicionada as bebidas de modo a identificar a sensorialmente mais
gostada, sugerindo que a aceitacdo de um produto depende da interacdo de diversos fatores,
como a fruta utilizada para a formulacdo, o teor de matéria seca e a acidez da bebida
(DJURIC et al., 2004), além, evidentemente, da preferéncia individual de cada consumidor.

O teor ideal de acgucar a ser adicionado na bebida através da determinacéo da dogura
ideal (JAR) foi realizado a fim de identificar tal parametro, cujos resultados sdo mostrados na
Figura 14. Substituindo a variavel y por 5 (ideal) na equacdo obtida a partir da regressdo
linear: y = 0,3995x + 3,266, foi encontrada a concentragdo de 4,3 % (gramas de sacarose/100
mL de bebida).
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Figura 14. Determinacdo da docura ideal para a formulacdo de bebida de soro e uva.

Em estudo conduzido por Singh e Singh (2012) utilizando a MSR, a proporcéo de
acucar para a formulacdo de uma bebida de soro e manga foi de 12%. Yadav et al. (2010)
desenvolveram uma bebida de soro, suco de banana e extrato de plantas medicinais com 8%
de acucar, que apresentou caracteristicas sensoriais favoraveis até o 15° dia de
armazenamento sob refrigeracdo. Guedes et al. (2013) produziram bebidas a base de soro de
queijo coalho com frutas e hortaligas, com a constante adi¢cdo de 10% de sacarose para todas
as formulac@es. Ja Djuric et al. (2004) demonstraram que dentre diferentes sabores de bebida
de soro e fruta, aquela contendo péssego e com a menor concentragdo de aglcar (2%)
alcancou melhor performance quando avaliada por uma equipe de avaliadores treinados.
Entretanto, nestes estudos a quantidade de agucar foi estabelecida sem a utilizacdo da escala
do ideal. No presente estudo, o teor de acUlcar esteve dentro da faixa de valores observada por
estes autores.

Com relacdo a descricdo sensorial das bebidas, foi solicitado aos consumidores que
marcassem, dentre os 22 termos, todos aqueles que descrevessem o produto (cada uma das
seis formulacdes e a bebida ideal hipotética). Para as seis bebidas experimentais, os atributos
citados em maior frequéncia foram: cor caracteristica de uva; cor atrativa; sabor de uva fraco;
gosto doce (citado principalmente para as amostras F5 e F6) e sabor de soro de leite/leite. Isto
reflete a semelhanca visual da bebida com o suco de uva, o alto teor de aglcar presente em
algumas amostras e também a maior proporcdo de soro em relacdo a uva, o que possivelmente
determinou a escolha dos termos sabor de uva fraco e sabor de soro de leite/leite.

Os descritores marcados com maior frequéncia para a bebida ideal foram: cor
caracteristica de uva; gostosa; aroma de uva; cor atrativa e tem equilibrio acidez/docura, o que
demonstrou serem estes 0s principais atributos que ditaram a preferéncia. Conforme esperado,
0s termos aroma estranho; sabor estranho; sabor residual persistente/ruim; gosto salgado e ndo
tem equilibrio acidez/dogura ndo foram marcados para a bebida ideal.

A Tabela 29 mostra a frequéncia de uso de cada termo do questionario CATA para a
descricdo sensorial das seis bebidas de soro e uva e da bebida ideal hipotética. De acordo com
o0 Teste Q de Cochran, houve diferenca significativa (p <0,05) na frequéncia com que 17 dos
22 termos utilizados para descrever as amostras da bebida de soro e uva foram percebidos
pelos consumidores, 0 que sugere que foram detectadas diferencas sensoriais nos produtos
avaliados. A diferenca ndo foi percebida apenas para os atributos cor atrativa, aroma

agradavel, aroma estranho, aroma de soro de leite/leite e sabor de soro de leite/leite.
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Tabela 29. Numero de consumidores que utilizaram os termos do questionario CATA para a
descricdo sensorial das seis bebidas de soro e uva e da bebida ideal

Atributo Amostras
F1 F2 F3 F4 F5 F6 Ideal
Cor %araCteQSt'Ca 66 68 71 78 71 82 99
e uva
Cor atrativa ™ 54 59 58 67 57 63 83
Aroma agradavel ™ 16 26 24 27 27 31 70
Aroma de uva** 10 15 18 22 19 29 89
Aroma fraco*** 43 47 34 23 29 28 4
Aroma estranho ™ 20 16 21 17 14 9 0
Aroma doce*** 12 17 20 35 36 34 27
Aromadesorode o 37 39 38 31 29 1
leite/leite
Sabordesorode 40 44 37 38 38 37 3
leite/leite
Gosto doce*** 6 11 34 58 69 74 39
Néo tem equilibrio
acidez/docura*** 44 24 17 23 15 21 0
Tem equilibrio
acidez/dogura*** 9 26 39 43 35 32 81
Sabor residual
persistente/ruim** 20 18 13 6 9 8 0
Sabfor de uva 46 49 50 37 36 34 4
raco
Sabor de uva
forte 8 10 10 21 13 22 70
Gosto acido*** 42 20 16 11 2 7 11
Sem gg‘ggiﬂ’fouco 57 42 15 5 5 2 23
Gosto salgado*** 31 27 8 6 4 6 0
Sabor estranho*** 39 26 22 15 6 23 0
Ralo** 34 32 19 19 18 11 2
Encorpado*** 19 24 30 42 35 36 70
Gostoso*** 10 12 31 32 33 32 94

Asteriscos indicam diferenga significativa entre as amostras de acordo com o Teste Q de Cochran a ***p <0,001;
##p<0,01; *p<0,05; ™ ndo significativo (p>0,05). O produto ideal ndo foi incluido no teste Q de Cochran.

A analise multipla de fatores (AMF) foi realizada nos dados do CATA em duas
condigdes distintas. A primeira delas considerando apenas a tabela de contingéncia com os
resultados das seis amostras e a segunda, considerando também as menc¢des do CATA para a
bebida ideal. Em ambos os casos os resultados da preferéncia foram considerados como
variavel suplementar.

Na primeira condicdo (apenas as seis amostras), as duas primeiras dimensdes
explicaram 83,35% da varidncia dos dados experimentais, com 73,43% e 9,92% para a
primeira e segunda dimensdo, respectivamente, conforme apresentado na Figura 15. A
distancia entre os pontos correspondentes as amostras € uma medida da semelhanca entre elas.
Portanto, pode-se observar que dois grupos com caracteristicas sensoriais e hedoénicas
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similares foram identificados: bebidas F1, F2 e F3 no quadrante direito foram associadas aos
termos ralo, gosto &cido, sem aglcar/pouco doce, gosto salgado, sabor residual ruim, ndo tem
equilibrio acidez/dogura, sabor estranho e aroma fraco. Por outro lado, 0 outro grupo
compreendeu as formulacdes F4, F5 e F6 no quadrante esquerdo e descritas com o0s termos
encorpado, gostoso, sabor de uva forte, cor caracteristica, aroma agradavel, aroma doce,
aroma de uva e gosto doce.

A segunda dimensdo foi associada positivamente aos termos aroma de soro de
leite/leite e aroma estranho e ndo foi correlacionada negativamente a quaisquer termos
descritores.
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Figura 15. Termos sensoriais e heddnicos utilizados para descrever as amostras nas duas
primeiras dimensdes da AMF da contagem do CATA considerando a tabela de contingéncia
com os resultados das seis amostras (a) Representacdo grafica dos termos e (b) representacao
das seis bebidas de soro e uva.

Na segunda condi¢&do, onde também foi considerada a mencéo dos termos referentes a
bebida de soro e uva ideal, as duas primeiras dimensfes explicaram 93,92% da variancia dos
dados experimentais, com 80,86% e 13,06% para a primeira e segunda dimensé&o,
respectivamente, conforme a Figura 16. A primeira dimensdo foi correlacionada
positivamente aos termos aroma de uva, sabor de uva forte, aroma agradavel, cor atrativa,
gostoso, cor caracteristica de uva, encorpado, tem equilibrio acidez/docura, ratificando que
tais atributos dirigiram a preferéncia; e correlacionada negativamente aos termos sabor
residual persistente/ruim, ndo tem equilibrio acidez/dogura, ralo, aroma fraco, aroma estranho,
sabor de uva fraco, aroma de soro de leite/leite e sabor de soro de leite/leite, opostos a direcéo
da preferéncia. A segunda dimensdo foi correlacionada positivamente aos termos sem
acucar/pouco doce e gosto acido e negativamente a aroma doce e gosto doce.

A Figura 16 também ilustra a posi¢do das amostras nas duas primeiras dimensfes da
AMF. Ao longo da segunda dimenséo, as amostras foram separadas em dois grupos de acordo
com as impressdes sensoriais e hedobnicas, ficando as amostras correspondentes as
formulacBes F1 e F2 no quadrante superior e as correspondentes as formulagdes F3, F4, F5 e
F6 no quadrante inferior. As amostras F1 e F2 relacionaram-se aos termos sem agutcar/pouco

doce, gosto acido, gosto salgado, sabor estranho, sabor residual persistente/ruim, ndo tem
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equilibrio acidez/dogura, ralo e aroma fraco, enquanto as amostras F3 e F5, aos termos aroma
estranho, sabor de uva fraco, aroma de soro de leite/leite e sabor de soro de leite/leite. As
amostras F4 e F6 foram ainda separadas das demais pela primeira dimenséo, e relacionaram-

se aos termos aroma doce e gosto doce
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Figura 16. Termos sensoriais e heddnicos utilizados para descrever as amostras nas duas
primeiras dimensdes da AMF da contagem do CATA considerando a tabela de contingéncia
com os resultados das seis amostras e as mencdes do CATA para a bebida ideal. (a)
Representacdo grafica dos termos e (b) representacdo das seis bebidas de soro e uva.

A escolha da formulacdo a ser utilizada nas etapas seguintes do experimento foi
baseada apenas na determinacéo do teor de acUcar ideal, o que resultou na indicacdo de uma
bebida formulada com 4,3% de sacarose e, portanto, mais proxima dos atributos sensoriais da
formulagdo F3. Considerando a andlise dos dados do CATA com e sem a bebida ideal, a
amostra F3 mostrou-se como uma intermediaria entre dois grupos, um formado pelas
amostras F1 e F2 e outro, pelas amostras F4, F5 e F6. Analisando a correspondéncia entre os
gréaficos da analise com a bebida ideal, constatou-se que a preferéncia foi pautada em atributos
que ndo estiveram relacionados a quaisquer das amostras em estudo, e que a amostra ideal
ficou localizada no quadrante superior direito, onde nenhuma amostra esteve posicionada.
Desta forma, sugere-se que a variacdo do teor de aclcar nas amostras ndo tenha sido
determinante para que o consumidor percebesse atributos relacionados ao produto ideal. Além
disso, embora a dogura seja uma caracteristica importante para o desenvolvimento de
produtos a base de frutas, ha outras caracteristicas sensoriais ou hed6nicas que também

influenciam a preferéncia.

5.3.3 Terceira etapa - Teste de aceitacdo e caracterizacdo sensorial de bebidas

processadas

Nesta etapa foram submetidas a andlise sensorial as bebidas de soro e uva comercial
(C), pasteurizada (PAS) e pressurizada (APH). Ambas as bebidas processadas foram
formuladas com 70% de soro, 30% de polpa de uva, 4,3% de acucar e pH 3,8, ajustado com
acido citrico. A pasteurizacao foi realizada com a elevacdo da temperatura até 70°C seguida
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de choque térmico e a pressurizacdo a 350 MPa/11 min. A Tabela 30 apresenta a média da
aceitacédo alcangada por cada amostra avaliada pelos consumidores (n=100).

Tabela 30: Média de aceitacdo® global e desvio-padrédo (entre parénteses) das bebidas de soro
e uva processadas (PAS e APH) e comercial (C)

Amostra Aceitacdo Global
C 5,8%(2,2)
PAS 5,2*°(2,1)
APH 4,8°(2,4)

$ Avaliada em escala heddnica de nove pontos variando de 1: desgostei extremamente a 9: gostei extremamente.
*Letras iguais em uma mesma coluna ndo diferem entre si significativamente (p<0,05) pelo teste de Tukey.

Os dados dos consumidores revelaram que a média de aceitacdo global para as bebidas
variou de 4,8 a 5,8. A maior aceitacdo foi alcancada pela bebida comercial (5,8), porém, nédo
diferiu da bebida pasteurizada (5,2) e a menor aceitacdo foi para a bebida pressurizada. Foi
observada diferenca estatistica entre a média de aceitacdo das bebidas comercial e
pressurizada, enquanto ambas ndo diferiram da bebida pasteurizada (p>0,05). Embora tenha
sido apontada diferenca estatistica, merece destaque o fato de que nem mesmo a bebida
comercial apresentou média de aceitacdo global elevada. Isto pode ser atribuido ao fato da
bebida de soro ser um produto novo no Brasil, e como tal, ainda necessita de ajustes na
formulacdo e/ou apresentacdo. Além disso, o publico ndo possui conhecimento quanto a esse
tipo de produto, sua procedéncia e possiveis beneficios a salde, os quais poderiam contribuir
para a maior aceitacdo. Outro ponto é que a polpa de uva néo € rotineiramente utilizada como
flavorizante em bebidas lacteas. Em conjunto, tais fatores podem ter comprometido a
aceitacéo.

Os resultados de aceitacdo aqui apresentados diferiram dos relatados na literatura para
produtos semelhantes. Em 1974, Holsinger discorreu sobre os primeiros estudos sensoriais
envolvendo bebidas de soro. Em 1969, pesquisadores da Universidade do Arizona
combinaram 25 a 40% de soro com suco de grapefruit e 7 a 20% de outros sucos de frutas e
avaliaram estas bebidas enviando-as para o domicilio de consumidores na forma de produtos
enlatados. Uma combinacdo de péssego - grapefruit - soro recebeu média 5,9 para o atributo
sabor em escala heddnica variando de 1 a 7. Uma segunda série de bebidas formuladas com
soro e suco de uva também apresentou boa aceitacdo em estudos preliminares. Uma bebida
contendo 33% de soro de queijo cottage aromatizada com laranja recebeu nota média de 6,3
apos ser avaliada por 51 provadores, que atribuiram nota média de 4,7 para bebida sem soro.
Ainda segundo estes autores, bebidas com 80 a 90% de soro e 10% de polpa de morango ou
20% de polpa de péssego apresentaram boa aceitabilidade em painéis sensoriais.

Algumas estratégias podem ser lancadas para aprimorar a aceitabilidade sensorial de
produtos como o desenvolvido neste experimento. A primeira delas refere-se a modificacao
da formulacdo. Segundo Holsinger et al. (1974) e Djuric et al. (2004), sabores citricos sdo
mais compativeis com o sabor do soro, por este motivo, poder-se-ia substituir a uva por uma
fruta citrica e avaliar a aceitagdo do produto em nova etapa de andlise sensorial. Outra opgéo é
buscar por segmentos de mercado preocupados com a saude ou bem-estar, que possam
apreciar o produto por conta das caracteristicas nutricionais. Atletas, individuos que
frequentam academias e que se interessam pelo mercado fitness poderiam constituir-se no
publico-alvo deste produto, por conta do apelo que os produtos a base de soro (whey) tém.
Além disso, devido ao alto teor de minerais na composicdo da bebida, a mesma poderia ser
indicada como substituto dos isotdnicos tradicionais apds a pratica de atividade fisica. Desta
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forma, sugere-se que se a avaliacdo sensorial deste produto seja realizada junto a este
segmento, informando aos participantes sobre os possiveis beneficios a salde.

Da mesma forma como no teste anterior, foi solicitado aos consumidores que
marcassem, dentre os 22 termos relacionados a bebida, todos aqueles que descrevessem o
produto (cada uma das trés amostras e a bebida ideal). A Tabela 31 mostra a frequéncia de
uso de cada termo do questionario CATA para a descrigdo sensorial das trés amostras da
bebida de soro e uva e da bebida ideal.

Tabela 31. Numero de consumidores que utilizaram os termos do questionario CATA para a
descricdo sensorial das trés bebidas de soro e uva processadas (C: comercial, PAS:
pasteurizada e APH: pressurizada) e da bebida ideal

. Amostras
Atributo
C PAS APH Ideal
Cor caracteristica
A —— 3 75 75 86
Cor atrativa™ 10 65 57 79
Aroma
agradavel*** 39 S 10 65
Aroma de uva™ 26 14 21 81
Aroma fraco** 15 25 34 0
Aroma estranho ™ 15 20 20 0
Aroma doce*** 40 22 17 24
Aroma de soro de
leite/leite ™ 39 35 36 !
Sabor de soro de 44 32 27 6
leite/leite*
Gosto doce*** 64 32 26 43
Nao tem
equilibrio 7 21 18 0
acidez/dogura**
Tem equilibrio
acidez/docura™ 38 25 28 4
Sa_bor re5|dl_JaI . 8 13 14 0
persistente/ruim
Sabor de uva 48 30 35 8
fraco*
Sabor denéjva forte 12 14 15 69
Gosto acido** 6 32 25 11
Sem agUcar/pouco
docer+* 1 12 18 18
Gosto salgado** 1 12 6 0
Sabor estranho ™ 17 27 29 0
Ralo™ 13 23 16 3
Encorpado* 29 17 17 49
Gostoso*** 38 17 21 76

Asteriscos indicam diferenca significativa entre as amostras de acordo com o Teste Q de Cochran a ***p <0,001;
##p<0,01; *p<0,05; ™ ndo significativo (p>0,05). O produto ideal ndo foi incluido no teste Q de Cochran.
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Os descritores apontados com maior frequéncia para a bebida ideal foram exatamente
0S mesmos mencionados no teste anterior. Semelhantemente, os termos néo citados no teste
anterior também ndo foram citados aqui, sendo que nesta etapa, o atributo aroma fraco
também ndo foi mencionado. Para as bebidas experimentais, os atributos citados em maior
frequéncia também foram os mesmos, exceto por gosto doce, o que pode ser atribuido a
formulagcdo com um Unico teor de agucar (4,3%). Na presente etapa também foram citados 0s
termos aroma de soro de leite/leite e aroma fraco. Estes resultados demonstram que mesmo a
andlise sensorial tendo sido realizada com grupos diferentes e em momentos distintos, houve
concordancia tanto quanto a expectativa em relacdo a bebida ideal quanto a avaliacdo das
bebidas experimentais.

De acordo com o Teste Q de Cochran, houve diferenca significativa (p <0,05) na
frequéncia com que 13 dos 22 termos utilizados para descrever as bebidas de soro e uva foram
percebidos pelos consumidores (Tabela 31), o que sugere que foram detectadas diferencas
sensoriais nos produtos avaliados. A diferenca ndo foi percebida para os atributos cor atrativa,
aroma de uva, aroma estranho, aroma de soro de leite/leite, tem equilibrio acidez/docura,
sabor residual persistente/ruim, sabor de uva forte, sabor estranho e ralo.

Analisando a Tabela 31, percebe-se que as bebidas APH e PAS apresentaram-se mais
proximas do que o consumidor considera ideal para a aparéncia de uma bebida de uva (cor
caracteristica de uva, cor atrativa), o que provavelmente pode ser atribuido a maior
semelhancga com a cor do suco de uva do que a bebida comercial. Para as bebidas pressurizada
e pasteurizada, 75% dos consumidores consideraram-nas com cor caracteristica de uva. Ja
65% e 57% dos consumidores consideraram a bebida pasteurizada e a pressurizada,
respectivamente, com cor atrativa, enquanto para a bebida comercial apenas 3% assinalaram o
atributo cor caracteristica e 10% cor atrativa.

Considerando o aroma, termos relacionados as caracteristicas positivas (aroma
agradavel, de uva e doce) estiveram associados com maior frequéncia a bebida comercial, o
que pode ser devido a utilizacdo de aromatizantes naturais adicionados ao produto, segundo
informado no rétulo pelo fabricante. Ainda assim, o termo aroma de soro de leite/leite foi
apontado com frequéncia semelhante (39, 35 e 36%) para as bebidas C, PAS e APH,
respectivamente. Provavelmente, foi esta caracteristica que fez com que o termo aroma
estranho tenha sido apontado em frequéncia semelhante para as trés bebidas.

Com relacdo a consisténcia, nota-se que o consumidor associou um produto ideal com
0 atributo encorpado e, para tal atributo o produto comercial ficou mais préximo,
provavelmente devido aos estabilizantes presentes, como pectina e goma xantana. As gomas,
também chamadas de hidrocoloides, sdo aditivos alimentares que tém funcdo de espessar,
estabilizar, encorpar, conferir viscosidade, elasticidade e dar a textura desejada ao alimento.
Podem, ainda, ser utilizadas como substituintes de gorduras e influenciar nos atributos
sensoriais dos alimentos, contribuindo para o sabor, percep¢do no aparelho bucal, aparéncia e
aroma (MARUYAMA et al., 2006). Estas caracteristicas provavelmente contribuiram para a
diferenciacdo sensorial do produto comercial e das bebidas desenvolvidas no experimento,
que apresentaram apenas o acido citrico como aditivo.

Para os atributos de sabor, percebeu-se que a diferenca entre as amostras esteve
relacionada principalmente aos atributos gosto doce e sem agucar/pouco doce, 0 que pode ser
atribuido ao menor teor de agucar da formulacéo nesta etapa do experimento (4,3%), enquanto
no teste anterior houve variagdo deste ingrediente (0 a 10%).
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6 CONCLUSAO

O soro produzido a partir da fabricacdo de queijo Minas frescal apresentou baixa
contagem microbiana e atributos fisico-quimicos em conformidade com a possivel Legislacdo
a entrar em vigéncia no Brasil, tornando viavel a sua utilizagdo como matéria-prima para a
fabricacdo de bebidas.

O processo de obtencdo da bebida ndo fermentada a base de soro de queijo Minas
frescal e polpa de uva foi simples (em termos de demanda de equipamentos, insumos e
utilitarios, bem como em termos operacionais) e viavel, podendo ser considerada uma op¢éo
para 0 aproveitamento deste residuo. A bebida em estudo apresentou composicao nutricional
semelhante a comercial, com maior concentracdo de sais minerais.

A tecnologia de Alta Pressdo Hidrostatica (APH) foi capaz de manter a baixa
contagem microbiana detectada na bebida controle. A APH néo teve efeito significativo no
pH das bebidas e, embora tenha influenciado discretamente a acidez e o teor de sélidos
soltveis, os resultados de cada um dos tratamentos foram muito préximos entre si e da
amostra ndo processada, 0 que leva a inferir que provavelmente ndo haveria diferenca
relevante entre os tratamentos a nivel industrial. A pressurizagdo também interferiu na
turbidez das amostras, com tendéncia semelhante observada para os parametros de cor, uma
vez que a alta presséo foi capaz de influencié-los; entretanto as alteragbes foram classificadas
como "ndo perceptiveis” ou "pouco perceptiveis".

Quanto aos efeitos sobre os compostos bioativos, o tratamento com APH ndo afetou o
teor de antocianinas da bebida, tendo as amostras apresentado retencao de aproximadamente
100% destes compostos. Também ndo ocasionou efeitos negativos relevantes no teor de
compostos fendlicos, sendo a amostra processada a 450 MPa/4 min a Unica a apresentar
quantidade significativamente inferior a amostra controle. Com relacdo a capacidade
antioxidante, as amostras pressurizadas a 350 MPa, por 7 e 11 min apresentaram capacidade
antioxidante significativamente superior, enquanto as demais ndo diferiram estatisticamente
da amostra controle.

Ainda sdo poucas as informacdes sobre bebidas de soro e fruta na literatura, ndo tendo
sido encontradas informacdes sobre efeitos da pressurizacdo sobre este tipo de produto. Os
valores atribuidos as variaveis independentes (pressédo e tempo) no delineamento experimental
foram baseados em relatos da literatura sobre sucos de fruta. A metodologia de superficie de
resposta (MSR) ndo foi adequada para descrever os resultados da analise instrumental das
bebidas, o0 que provavelmente pode ser atribuido a proximidade dos niveis de pressdo e tempo
de retencdo utilizados, além do fato das combinacdes tempo/pressdo terem causado alteracdes
brandas nas amostras. Desta forma, a partir da anélise dos dados pela MSR n&o foi possivel
escolher um tratamento considerado "ideal™ quanto a conservacao do produto.

A escolha do tratamento a ser utilizado na bebida direcionada a anélise sensorial com
o consumidor foi baseado na seguranca microbiolégica que o mesmo poderia garantir ao
produto comercial. Como a amostra pressurizada a 350 MPa/11 min apresentou melhor
retencdo da capacidade antioxidante, este tratamento foi utilizado no processamento.

A andlise sensorial em uma primeira etapa permitiu identificar a formulagdo base do
produto, que consistiu de 70% de soro, 30% de polpa de uva e pH igual a 3,8, ajustado com
acido citrico. Com a escala do ideal foi possivel determinar a dogura ideal do produto,
estabelecida em 4,3% de sacarose. O questionario CATA revelou que a preferéncia foi
dirigida por atributos que ndo foram descritos nas amostras em estudo, a saber: cor
caracteristica de uva, gostosa, aroma de uva, cor atrativa e tem equilibrio acidez/docura. No
teste sensorial com as bebidas processadas, a amostra pressurizada teve aceitacdo (4,8)
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inferior a amostra comercial (5,8), a qual também apresentou média intermediaria na escala
heddnica de nove pontos. Porém, ndo diferiu da pasteurizada sugerindo que o efeito da
formulacdo da bebida foi mais importante que o efeito do processo na aceitacdo do
consumidor. Tal resultado sugere a necessidade de estudos futuros com maior enfoque no
desenvolvimento do produto. Como possiveis estratégias de melhoria, a principio, poder-se-ia
citar modificagdes na formulagéo, como a alteracéo da proporcéo de soro e fruta, mudanca do
pH ou mesmo do agente flavorizante, substituindo a uva por frutas de sabores citricos. Além
disso, como perspectiva, sugere-se o estudo de estabilidade do produto sob refrigeracéo, para
avaliar a qualidade do mesmo ao longo da vida de prateleira.
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8 APENDICE

Apéndice A - Fichas de Avaliacdo Sensorial

ESTUDO SOBRE BEBIDA DE UVA

Consumidor: Data:

Vocé vai receber amostras de Bebidas de Uva. Por favor, prove cada amostra e responda as perguntas

solicitadas. Quando terminar cada amostra, tome um pouco de agua e depois avalie a amostra seguinte

Quanto gostou dessa bebida?

O O O O O O O [m] O
Desgostei Nem gostei Gostei
muitissimo nem desgostei muitissimo

O que vocé mais gostou na bebida?

O que vocé menos gostou na bebida?

Marque todas as palavras que vocé considera adequadas para descrever essa bebida:

Cor atrativa () Gosto Acido ()

Cor caracteristica de uva ( ) Tem equilibrio acidez/dogura ( )
Aroma de soro de leite/leite () Sabor residual persistente/ruim ()
Aroma agradavel ( ) Gosto doce ()

Aroma fraco () Gosto salgado ( )

Aroma estranho () Sabor de uva fraco ( )
Aromade uva ( ) Sabor estranho ( )

Aroma doce ( Né&o tem equilibrio acidez/docgura ( )

Sabor de soro de leite/leite () Encorpado ( )
Sabor de uva forte () Ralo ()

Sem agucar/pouco doce ( ) Gostoso ( )
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Consumidor:

ESTUDO SOBRE BEBIDA DE UVA

Data:

Por favor, agora marque todas as palavras que descrevam a bebida de uva ideal para vocé:

Cor atrativa ()

Sabor de soro de leite/leite ( )

Cor caracteristica de uva ( )

Sem acucar/pouco doce ( )

Aroma de uva ( )

Gosto Acido ()

Aroma fraco ()

Gosto salgado ( )

Aroma doce ( )

Gosto doce ()

Aroma agradavel ( )

Tem equilibrio acidez/dogura ()

Aroma estranho ()

Sabor residual persistente/ruim ()

Aroma de soro de leite/leite ()

Né&o tem equilibrio acidez/docgura ( )

Sabor de uva forte ( )

Encorpado ( )

Sabor estranho ( )

Ralo ()

Sabor de uva fraco ( )

Gostoso ( )
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ESTUDO SOBRE BEBIDA DE UVA

Consumidor: Data:

Sexo: [ ]feminino [ 1 masculino

Idade: [ ]118-25 [ ]26-35 [ ]36-45 [ ]46-55 [ ]56-65 [ ]>66anos

Grau de escolaridade:

[ ]fundamental incompleto [ ]fundamental [ ]médio [ ]universitario incompleto

[ Juniversitario [ ] pos-graduacao

Renda familiar mensal: (SM: Salario minimo = R$ 724,00)

[ 11a5SM [ 1>5a10SM [ ]1>10a20 SM [ 1>20a30SM [ 1>30SM

Frequéncia de consumo de bebida de fruta pronta para beber/em caixinha (sucos, néctar, bebida de soja
(Ades):

O 0 0 0 0 0 N
Nunca Mais que
. 2 Vezes ao 1 vez por 2 -3 vezes _ q
1 vez a0 més Diariamente uma vez ao

més semana por semana dia
Considerando as bebidas que acabou de provar, o que vocé acha da ideia de ser lancado no mercado uma
bebida sabor uva semelhante a estas? Por favor, marque na escala abaixo a posi¢do que melhor descreve a sua
opinido:

[1] [1] [1] [1] [1] [1] [1]
acho péssima tanto faz acho 6tima
ideia ideia

Marque todas as ocasifes de consumo que considera adequadas para esta bebida de uva:

Café damanha ( ) Apos atividade fisica ()

Lanche/merenda do meu filho () Durante o jantar ()

Como uma opcdo de suco de fruta ( ) Durante o0 almogo ( )

Em substituicéo ao suco de fruta ( ) Se estiver de dieta ( )
No meu lanche da manhé/tarde( ) Outros. Qual?

Com qual categoria de produto vocé acha que essa bebida mais se assemelha?
[ ] Bebida lactea [ ] Bebida de soja (Ades, Sollys) [ ] Néctar de fruta
[ ] Yakult [ ] Outros. Qual?

Vocé compraria esta categoria de produto se estivesse disponivel no mercado?

[1] [1] [] [] [1] [1] [1]
ndo compraria talvez ndo Certamente
compraria

Obrigada pela sua participacao!
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