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RESUMO

O extrato hidrossoluvel de soja (EHS), bebida resultante da hidratacao dos graos de soja,
possui grande importancia nutricional e se constitui como uma alternativa entre consumidores
intolerantes a lactose e/ou que buscam dietas mais saudaveis. Por ser altamente perecivel, este
produto necessita passar por um método de conservacdo, a fim de garantir a seguranca alimentar
e extensao de sua vida util. Comumente, o tratamento térmico aplicado ao EHS é definido em
fungéo da capacidade de promover a inativagdo da enzima lipoxigenase (LOX), devido a seus
efeitos indesejaveis ao produto. Embora a termossonicacdo (combinagdo do ultrassom com
calor) apresente potencial para reduzir a rigorosidade do tratamento térmico convencional,
ainda ndo ha estudos que investiguem seu efeito no EHS. Assim, este trabalho teve como
objetivo avaliar a termossonicacao na inativacdo da enzima lipoxigenase em EHS sob diferentes
amplitudes ultrassénicas (70% e 90%). Para isso, empregou-se um delineamento composto
central rotacional (DCCR), avaliando-se o efeito dos parametros temperatura (62 °C a 83 °C) e
tempo de termossonicacdo (2 a 4 min) na atividade residual (AR, %) da lipoxigenase. Os
resultados foram submetidos a andlise de regressdo, ao nivel de 5% de significancia, e
posteriormente foram gerados graficos de contorno para avaliar a melhor condicdo
experimental de inativacdo da LOX. Verificou-se que a variavel que mais influenciou o
processo de termossonicacdo foi a temperatura, sendo que, independente da amplitude, para
alcancar niveis de reducdo da LOX superiores a 70%, foi necessario empregar temperaturas
acimade 70 °C. A condicédo experimental de maior reducdo da LOX (AR = 2,35%) na amplitude
de 70% foi na temperatura de 80 °C/2min, enquanto para a amplitude de 90%, ocorreu na
temperatura de 83 °C/3min (AR=2,14%). Em temperaturas elevadas, observou-se que a
termossonicacdo ndo apresentou efeito sinérgico na inativacdo da LOX no EHS. O EHS fresco
(sem passar por tratamento térmico), tratado com a termossonicacdo a 70% e 90% de amplitude,
bem como o EHS submetido a um tratamento térmico convencional (83 °C/3min) foram
submetidos a analises de cor (L™ a” b"), pH, teor de sélidos soliiveis (°Brix) e de contetido
fendlico total. Os resultados obtidos para as analises fisico-quimicas dos diferentes tratamentos
foram comparados entre si através do teste t e teste de Dunnett ao nivel de 5% de significancia.
Dentre os parametros de cor avaliados, a variavel a” apresentou diferenca significativa (p<0,05)
entre as amostras de EHS fresco e a termossonicada na amplitude de 70%. O teor de sélidos
soliveis do EHS fresco em comparacdo aos demais tratamentos apresentou diferencgas
significativas (p<0,05). O uso do ultrassom combinado com o calor apresentou potencial em
disponibilizar o conteddo fendlico total, quando comparado ao tratamento térmico
convencional. Este trabalho abre novas perspectivas para o estudo da inativacdo da LOX em
outras matérias primas, empregando a termossonicacao em condicGes diferenciadas.

Palavras-chave: Extrato Hidrossollvel de soja. Inativacdo enzimatica. Lipoxigenase
Termossonicagéo.



ABSTRACT

The soymilk (SM), a drink resulting from the hydration of soybeans, has great
nutritional importance and is an alternative among lactose-intolerant consumers and/or those
seeking healthier diets. As it is highly perishable, this product needs to undergo a conservation
method to ensure food safety and extension of its shelf life. Commonly, the heat treatment
applied to SM is defined as a function of its ability to inactivate the lipoxygenase enzyme
(LOX), due to its undesirable effects on the product. Although thermosonication (combination
of ultrasound and heat) has the potential to reduce the conventional heat treatment intensity,
there are still no studies investigating its effect on SM. Thus, this work aimed to evaluate the
thermosonication process on the inactivation of the lipoxygenase enzyme in SM, varing
ultrasonic amplitudes (70% and 90%). For this, a central composite design (CCD) was used,
evaluating the effect of parameters as temperature (62 °C to 83 °C) and thermosonication time
(2 to 4 min) on the LOX residual activity (RA, %). The results were submitted to regression
analysis, at 5% significance level, and then contour curves were generated to assess the best
experimental condition for LOX inactivation. It was found that the variable that most influenced
the thermosonication process was temperature, and, regardless of the amplitude, to reach levels
of LOX reduction above 70%, it was necessary to use temperatures above 70 °C. The
experimental condition with the greatest reduction in LOX (RA = 2.35%) in the amplitude of
70% was at the temperature of 80 °C/2min, while for the amplitude of 90%, it was at the
temperature of 83 °C/3min (RA =2.14%). At elevated temperatures, it was observed that
thermosonication did not have a synergistic effect on LOX inactivation in the EHS. Fresh SM
(without undergoing heat treatment), treated with thermosonication at 70% and 90% amplitude,
as well as EHS subjected to a conventional heat treatment (83 °C/3min) were subjected to color
analysis (L*, a*, b*), pH, total soluble solids (°Brix) and total phenolic content. The results
obtained for the physical and chemical analyzes of the different treatments were compared to
each other using the t-test and Dunnett's test, at a 5% significance level. Among the color
parameters evaluated, the variable a* showed significant difference (p<0,05) between fresh and
thermosonicated SM samples in the amplitude of 70%. The soluble solids content of fresh EHS
compared to other treatments showed statistical significant difference (p<0,05). The use of
thermosonication showed a low loss of total phenolic content in the EHS compared to
conventional heat treatment. This work opens new perspectives for the study of LOX
inactivation in other raw materials, using thermosonication under different conditions.

Keywords: Enzyme inactivation. Lipoxygenase. Thermosonication. Soymilk.
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INTRODUCAO

O extrato hidrossoluvel de soja (EHS), ou vulgarmente conhecido como leite de soja, €
um produto obtido a partir da emulsdo aquosa resultante da hidratacdo dos grédos de soja. Este
alimento € reconhecido por sua riqueza nutricional, em especial, por suas proteinas de alta
qualidade nutricional e tecnoldgica, se destacando ainda por apresentar quantidades
significativas de carboidratos, lipidios, vitaminas e minerais (JASTI; LAVANYA,;
FADNAVIS, 2015; LAKSHMANAN; DE LAMBALLERIE; JUNG, 2006). Além disso, este
produto se destaca pelo baixo teor de gordura, bem como auséncia de lactose e colesterol. Nos
ultimos anos, o consumo desta bebida vem aumentando significativamente, principalmente
entre consumidores intolerantes a lactose, vegetarianos, veganos e/ou que buscam dietas mais
saudaveis (AYDAR; TUTUNCU; OZCELIK, 2020). A crescente popularidade do EHS como
bebida em todo 0 mundo é creditada aos beneficios a satde, incluindo sua capacidade de reduzir
a perda 6ssea e sintomas da menopausa, prevencdo e reducdo de doencas cardiacas e certos
tipos de cancer, reducdo do peso corporal e lipidios no sangue (KOHLI et al., 2017).

Devido a susceptibilidade ao crescimento microbioldgico e agdo enzimatica, em especial
da enzima lipoxigenase (LOX), o extrato hidrossoltvel de soja é naturalmente um produto
perecivel, requerendo dessa forma, a aplicagdo de métodos de conservacgdo imediatamente ap6s
a sua obtencdo (KWOK & NIRANJAN, 1995). Atualmente, o calor é o método mais
amplamente utilizado e, apesar de se mostrar altamente eficiente, pode levar a depreciacdo da
qualidade sensorial e nutricional da bebida (AMITABH et al., 2017; SUN, 2014). Na maioria
das vezes, o tratamento térmico aplicado ao EHS é definido em funcdo da capacidade de
promover a inativacdo da LOX (indicador biolégico), devido aos efeitos indesejaveis que causa
ao produto aliada ainda a sua alta resisténcia térmica. As reacGes indesejaveis que a
lipoxigenase (E.C. 1.13.11.) causa nos alimentos sdo originadas a partir da hidroperoxidacéo
sobre os acidos graxos que, ao se degradarem, originam compostos volateis e ndo volateis
responsaveis pelos sabores indesejaveis (BORDINGNON; MANDARINO, 1994).

Dessa forma, diante dos efeitos indesejaveis causados pelas altas temperaturas, aliada a
nova tendéncia dos consumidores que anseiam cada vez mais por alimentos de mais alta
qualidade, surge a clara necessidade de técnicas de conservacgdo alternativas, que minimizem
0s danos causados pelo tratamento térmico convencional. Neste contexto, varias tecnologias
emergentes, tanto térmicas quanto ndo térmicas, ja vendo sendo investigadas no extrato
hidrossoltvel de soja, incluindo o aquecimento 6hmico (LI, Fa De et al., 2015; SASTRY;
SALENGKE, 1998), microondas (VAGADIA et al., 2018), alta pressio (ANDRES et al., 2016;
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POLISELI-SCOPEL, Fabio H. et al., 2012), ultravioleta (BANDLA et al., 2012) e luz pulsada
(ALHENDI et al., 2017).

Dentre as tecnologias ndo térmicas, pode-se destacar o ultrassom como sendo uma
técnica promissora, sendo que, embora se tenha resultados satisfatorios em diversos produtos,
ainda ndo foi investigado o uso desta técnica para o extrato hidrossoltvel de soja. O ultrassom
consiste em ondas sonoras que possuem frequéncia acima de 16 kHz ndo sendo detectada pelo
ouvido humano (CHEMAT; ZILL-E-HUMA; KHAN, 2011). E uma tecnologia emergente que
garante a qualidade e a preservacdo dos alimentos devido ao processamento minimo,
geralmente em temperatura ambiente ou amenas (AWAD et al., 2012).

Contudo, quando utilizado isoladamente, o ultrassom pode ndo ser tdo eficiente, de
forma que para se alcancar resultados satisfatérios seja conveniente a combinacdo com outras
técnicas de conservacdo, como calor e pressdo (CHEMAT; ZILL-E-HUMA; KHAN (2011). A
termossonicagdo, foco de estudo deste trabalho, envolve o uso simultdneo de ondas de
ultrassom de baixa frequéncia associado a temperaturas mais amenas que 0 processamento
térmico convencional (ABDULLAH; CHIN, 2014; GHOSH, 2017). Quando combinado ao
calor, o ultrassom apresenta geralmente um efeito sinergistico, acelerando as taxas de inativacédo
microbioldgica e enzimatica e, consequentemente, reduzindo a rigorosidade dos tradicionais
tratamentos térmicos. Com isso, esta técnica, além de diminuir a temperatura e/ou o tempo de
processamento, torna-se promissora pelo seu potencial de minimizar alteracfes indesejaveis no
gue tange a qualidade nutricional e sensorial do alimento (AADIL et al., 2015; ILLERA et al.,
2018; ZHANG et al., 2017). Varios estudos elucidaram o potencial da termossonicacdo na
inativacdo enzimatica em produtos como agua de coco (RIBEIRO et al., 2017), cogumelo
(CHENG; ZHANG; ADHIKARI, 2013), agrido (CRUZ, Rui M.S.; VIEIRA; SILVA, 2006),
sucos de toranja (AADIL et al., 2015), maca (ILLERA et al., 2018), laranja (KOSHANI et al.,
2015), tomate (TEREFE et al., 2009) e purés de péra, maca e morango (SULAIMAN et al.,
2015).

Neste sentido, este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da termossonicacgdo na
inativacdo da enzima lipoxigenase em extrato hidrossoltvel de soja. Teve-se como enfoque
investigar o efeito das variaveis do processo de termossonicacao (temperatura e tempo) em duas
condi¢Bes de amplitude ultrassonica (média e alta) sobre a atividade enzimética do extrato
hidrossoluvel de soja, por meio do delineamento composto central rotacional (DCCR). Ao final,
foram realizados ensaios de analises fisico-quimicas no EHS fresco e tratado, a fim de avaliar
o efeito do tipo tratamento térmico nos parametros de cor, pH, sélidos soluveis totais e contetdo

fendlico total.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1. Soja

A soja (Glycine Max) é uma planta pertencente a familia das leguminosas ou seja, do
feijdo, ervilha, lentilha, grdo-de-bico e é também conhecida como feijao soja, ervilha chinesa
ou feijdo de Manchdria (GUERREIRO, 2006). Este grédo é de extrema importancia no Brasil e
no mundo, fazendo parte ndo s6 da alimentacdo humana, como animal (KWOK, Kin Chor;
LIANG; NIRAJAN, 2002).

A soja cultivada hoje é muito diferente de cinco mil anos atras, em que eram plantas
rasteiras que se desenvolviam na costa leste da Asia. Sua evolucao iniciou-se, aparentemente,
a partir de plantas oriundas de cruzamentos naturais entre duas espécies de soja selvagem, cujo
produto foi domesticado e melhorado por cientistas da antiga China por volta do século 11 A.C.,
resultando nas plantas eretas que hoje sdo cultivadas (EMBRAPA SOJA, 2007). A partir de
1941, a area destinada para a sua producdo cresceu de forma exponencial, ndo apenas nos EUA,

como também, no Brasil e na Argentina (Figura 1).

Figura 1- Producéo global de soja de 1935 a 2007
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A primeira referéncia sobre o cultivo de soja no Brasil data de 1882, na Bahia
(APROSOJA, 2020). As primeiras exportacdes de soja ocorreram em 1949 pelo Rio Grande do
Sul, quando o pais ja produzia 25.000 toneladas por ano da oleaginosa (Dall”Agnol, 2020). Nos



31

ultimos 50 anos a producdo mundial de soja multiplicou-se por dez e chegou a 269 milhGes de
toneladas (Instituto de Estudos do Agronegdcio, 2015). Até 2050, a FAO (Food and Agriculture
Organization) prevé que a producdo ird quase dobrar, chegando a 515 milhdes de toneladas.

A producdo de 134.953,2 milhdes de toneladas da soja em gréo na safra 2019/2020,
consolida o Brasil como maior produtor mundial de soja (CONAB, 2020). Assim, em conjunto
com a Argentina e os Estados Unidos, corresponde a 82,1% da producdo mundial (SEAPAMG,
2020). Em 2019, o consumo interno de soja em graos foi de 43,4 milhdes de toneladas — sendo
0 processamento voltado para producéo de 0leo, farelo animal e biodiesel. No Brasil, 0 Mato
Grosso se destaca como maior produtor nacional (MAPA, 2020), possuindo uma area plantada
de cerca de 10,0 milhdes de hectares. Os estados do Centro-Oeste sdo a principal regido
produtora de soja no pais devido ao preco de suas terras serem atrativos, clima correspondente

ao do Cerrado e relevo favoravel (Figura 2).

Figura 2- Producdo Nacional da Soja em 2019/2020 nos principais estados produtores
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Fonte: Ministério da Agricultura (2020)

A exportacdo brasileira de soja apresentou crescimento de 175% desde 2010, passando
de 30 para 82,7 milhGes de toneladas em 201d9, sendo a China o maior mercado consumidor
(CONAB, 2020). A China e a Unido Europeia sdo responsaveis por 69,6% das importacoes
mundiais (SEAPAMG, 2020). Segundo a projecdo do Ministério da Agricultura, as exportacoes
do gréo de soja deverao atingir 103,4 milhdes de toneladas em 2029/30, um aumento de 23,1%
em relacdo a safra 2019/2020 (MAPA, 2020). A Figura 3 demonstra o aumento do consumo

global desta oleaginosa nos ultimos anos.
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Figura 3 - Consumo Global de Soja em comparacdo a producao de gréos de soja e insumos

de 2013 a 2018
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Fonte: Mendes (2018)

Do ponto de vista nutricional, a soja representa um alimento que contém componentes
essenciais para a alimentacdo humana, constituindo-se em excelente fonte de proteina (AHSAN
etal., 2015; CAMACHO et al., 1981). Segundo Pereira et al. (2017), a semente de soja contém
em média 40% de proteinas, 20% de lipidios e, aproximadamente, 35% de carboidratos e 5%
de minerais. A soja ainda € rica em magnésio, fosforo, zinco, cobre e ferro. Além de conter
esses minerais, é fonte de vitaminas E, K, tiamina, riboflavina e &cido folico. Na Tabela 1 sdo

apresentados o0s principais componentes nutricionais da soja.



33

Tabela 1 - Composi¢do centesimal média da soja, a

cada 100 g
Composicdo Centesimal g/100 g
Umidade 11,0
Proteina 38,0
Lipidios 19,0
Energia (kcal) 417,0
Carboidratos 23,0
Fibras 4,0
Cinzas 5,0
Minerais mg/100 g
Ca 0,2
Cu 0,9
Na 1,0
Zn 3,2
Fe 9,4
Mg 220,0
P 580,0
K 1900,0
Vitaminas mg/100 g
A 0,0
E 0,0
B 0,8
B> 0,3
Niacina 0,2
Fibra alimentar g/100 g
Soluveis 1,8
N&o soluveis 15,3
Totais 17,1

Fonte: Soja : Historia , Tendéncias E Virtudes (2004)

Devido a uma composi¢do nutricional rica em minerais, vitaminas e proteinas de alta
qualidade, a soja foi reconhecida como alimento funcional, com potencial em auxiliar na
reducdo de doencas cardiovasculares quando ingerida (ODENATH PENHA et al., 2007). A
soja contém isoflavonas, fito hormonios de origem vegetal que atuam como antioxidantes ao
reduzir as taxas das lipoproteinas de baixa densidade (LDL-colesterol, considerado como
“colesterol ruim”) no sangue, além de exercerem atividade hormonal, equilibrando a quantidade
do horménio estrogeno no organismo feminino. Os agucares complexos da soja estéo incluidos
entre os alimentos prebidticos capazes de melhorar a funcao do colon e exercer efeitos benéficos
em VAarios tipos de cancer e na absorcao do calcio (AHSAN et al., 2015).

O alto consumo da soja ocorre devido a sua riqueza nutricional, versatilidade de
consumo e variabilidade de produtos obtidos a partir dessa oleaginosa, além de ser um dos

principais alimentos para alimenta¢do animal. Dentre os produtos provenientes dessa matéria-



34

prima se destacam o Oleo, farelo, farinha, extrato, tofu e ingredientes da culinéria oriental
(shoyu, missd, etc.). Tem-se, também, a proteina texturizada que pode substituir a carne; as
proteinas concentrada e isolada, usadas na industria de embutidos e como ingredientes
funcionais, respectivamente; a lecitina, um aditivo alimentar, e a isoflavona, componente de
alimento funcional (CHIARELLO, 2002).

Dentre 0s produtos oriundos a partir da soja, destaque-se o extrato hidrossoltvel de soja,
0 qual vem tendo um aumento consideravel em seu consumo, principalmente entre
consumidores intolerantes a lactose, vegetarianos, veganos e/ou que buscam dietas saudaveis.
Nos paises em desenvolvimento, este produto € usado como substituto de baixo custo do leite
de vaca em muitas preparacdes alimentares (CRUZ, N. et al., 2007; REILLY et al., 2006). O
aumento da demanda pelo extrato hidrossolivel de soja pode ainda ser atribuido pela sua
composicao, especialmente a presenca de proteinas de alta qualidade e baixo teor de gordura
(LAKSHMANAN; DE LAMBALLERIE; JUNG, 2006).

2.2 Extrato Hidrossolavel de Soja

O Regulamento Técnico para Fixacdo de Identidade e Qualidade de Alimento com Soja,
a Resolugdo RDC n° 91 de 18 de outubro de 2000 (ANVISA), define o Extrato Hidrossoluvel
de Soja como sendo o produto obtido a partir da emulsdo aquosa resultante da hidratacdo dos
grdos de soja, convenientemente limpos, seguido de processamento tecnoldgico adequado,
adicionado ou ndo de ingredientes opcionais permitidos, podendo ser submetido a desidratacéo,
total ou parcial (BRASIL, 2000).

Embora o EHS seja vulgarmente conhecido como "leite" de soja, esta designacdo é
vedada pela referida legislacdo, uma vez que, a designacdo leite remete a secre¢cdo mamaria
produzida por mamiferos. Por ser uma bebida de baixo custo, de alto valor nutritivo e de facil
obtengdo, representa uma importante alternativa para a alimentagdo humana em geral,
principalmente para pessoas impossibilitadas de consumirem produtos de origem animal e/ou
deficientes da enzima lactase (CASE; DELIZA; ROSENTHAL, 2005).

O consumo de extrato de soja tem crescido desde 1996, gracas a versatilidade das
formulagGes enriquecidas com calcio, vitaminas, minerais e sabores, 0 que representa uma nova
forma de demanda desses produtos no Brasil (ZAKIR; FREITAS, 2015). Em 2018, as bebidas
a base de soja responderam por 90% do mercado de bebidas vegetais e 95,7% do volume total
de litros comercializados (EUROMONITOR INTERNACIONAL, 2018). O paladar brasileiro

é pouco habituado com o sabor acentuado da soja e as variedades de extrato de soja enriquecido
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com nutrientes e sabores é o que vem impulsionando o produto a ganhar popularidade entre
criancas e adultos (ABRAS, 2010).

A Figura 4 demonstra que a soja é consumida mundialmente predominantemente na
forma de bebidas como extrato hidrossoluvel de soja (cerca de 40% da participacdo do
mercado). Além disso, de acordo com as expectativas, 0 mercado global do extrato de soja deve
chegar a US$ 28,40 bilhdes em 2026 (CARRO, 2018).

Figura 4 - Participagéo da soja no mercado mundial (%), por segmento, 2018
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Fonte: Grand View Research (2017)

Conforme observado na Figura 4, o extrato hidrossollvel de soja é a alternativa de
bebida vegetal mais consumida no mundo. Em 2018, demandou mais da metade da participacdo
total de mercado, o equivalente a US$ 7,30 bilhdes. Do total de 127,7 milhGes de litros das
chamadas "bebidas alternativas ao leite tradicional” comercializados em 2017 no Brasil, quase
98% foram de produtos feitos de soja (CARRO, 2018). A composicdo quimica do EHS oscila
muito em funcdo da variedade da matéria-prima utilizada e do processamento empregado.
Embora apresente baixo teor de calcio comparado ao leite de vaca, este alimento apresenta um
teor proteico equivalente, conforme demonstra a Tabela 2 (TASHIMA & CARDELLO, 2003).

Tabela 2 — Comparacgdo da composi¢do quimica do extrato hidrossoltvel de soja (EHS) e
leite de vaca, a cada 100 g de produto

Componente EHS Leite de Vaca
Agua 91,8 88,0
Proteina 3,0 3,6
Gordura 1,4 3,0
Carboidrato 3,8 49
Fibras 0,0 0,0
Calorias 38,0 61,0

Célcio (mg) 36,0 123,0
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Fosforo (mg) 30,0 96,0
Ferro (mg) 0,4 0,1
Sédio (mg) - -

Vitamina A (mg) 10,0 Tragos
Vitamina B: (mcg) 0,0 0,0
Vitamina B (mcg) 0,0 0,2

Niacina (mcg) 0,2 0,1

Vitamina C (mg) 0,0 1,0

Fonte: Mercaldi (2006)

2.2.1 Processo de obtencdo do Extrato Hidrossoltvel de Soja

O EHS ¢€ obtido a partir da hidratacdo dos grdos de soja, convenientemente limpos,
seguido de processamento tecnoldgico adequado (GUERREIRO, 2006). A producao de extrato
hidrossollvel de soja é descrita de forma artesanal e, portanto, o fluxograma de producéo,
apresentado na Figura 5, foi adaptado e descreve as etapas gerais do processo, baseado em
Guerreiro (2006) e Kwok e Niranjan (1995).

Figura 5 - Fluxograma do processo de obtencao do extrato hidrossoltvel de soja
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Fonte: Autor (2020)

Cada uma das etapas apresentadas sera brevemente descrita.

Selecdo e limpeza dos gréos

Quando os graos de soja atingem sua maturidade, cerca de 5 meses apos o plantio, eles
sdo colhidos. Os gréos inteiros de soja sao lavados em agua, sem esfregar e com cuidado para
ndo os danificar. A selecdo, por meio de escolha ou colheita manual, é realizada caso haja graos
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estragados, impurezas diversas e outros, que possam afetar as caracteristicas e qualidade do

extrato.

Maceracao

A maceragdo € a etapa em que 0 grao absorve agua. A utilizacdo da maceragéo a quente
pode auxiliar na inativacdo da lipoxigenase, enzima disponibilizada a partir do rompimento de
estruturas internas dos grédos, de forma parcial na maceracdo e total na trituracdo. Os graos
podem ser colocados de molho em &gua a temperatura ambiente ou fervente por um periodo
que pode variar de poucas até 12-20 horas. A proporc¢do de soja e dgua potavel € muito variavel,
mas pode seguir uma relacdo de 1:3 ou 1:10, por exemplo. Durante a maceracdo, 0s graos
absorvem agua e aumentam de tamanho. Ao final dessa etapa, 0s graos de soja sdo escorridos

e lavados em agua potavel corrente.

Moagem
Os graos sdo homogeneizados em liquidificador na mesma proporc¢éo da etapa anterior,
de diversas formas, dentre elas: moagem com agua fria (temperatura ambiente) por 3 minutos

e moagem com agua fervente (80-100 °C) por 10 minutos.

Filtracdo
Apds a trituracdo, o extrato € entdo filtrado para se retirar o residuo solido, conhecido
como okara. Tal residuo pode ser utilizado em vérias receitas, desde que seja submetido a altas

temperaturas. O filtrado obtido é o extrato hidrossoltvel de soja.

Cozimento

Apds a separacdo, ocorre o cozimento do filtrado a fim de reduzir sabores desagradaveis
ao paladar, bem como reduzir a flora microbiana e estender a vida Util da bebida. Nesta etapa,
0 extrato pode ser aquecido a 90 °C por 30 minutos ou cozido em alta temperatura (154 °C) por

30-40 segundos.

Formulacéo
Nesta etapa, podem ser adicionado aditivos, aromatizantes e conservantes de acordo
com resolugdo RDC n° 25, de 15 de fevereiro de 2005 (BRASIL, 2005).
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Homogeneizacao
O extrato de soja também é homogeneizado em centrifuga para evitar que as gorduras
e os Oleos se separem apds a envasamento. Esta etapa é complementar ao cozimento por

promover a extensdo adequada da vida util do produto.

Tratamento térmico

Ap0s a obtencdo do produto final, a bebida pode sofrer dois tipos de tratamento térmico
para prolongar sua vida util: pasteurizacdo (por exemplo: 75 °C/15 s) ou esterilizacdo (por
exemplo: 135-150 °C/1-2 s) (KWOK, KIN CHOR; LIANG; NIRAJAN, 2002). O rigor do
tratamento térmico é definido a partir da inativacdo de fatores antinutricionais, tal como a

lipoxigenase e inibidor de tripsina.

Envase

O extrato de soja tratado € envasado assepticamente, apesentando geralmente vida Util
de até 3 meses. O produto pode ser embalado em recipiente Tetra Pak, papel Kraft revestido
internamente com polietileno ou em embalagens PEBD (polietileno de baixa densidade).

Geralmente é comercializado em embalagens de 1,5 L e 750 mL.

2.3 Conservacao do extrato hidrossolGvel de soja

Devido a natureza da sua constituicdo como a riqueza nutricional, pH neutro, alta
atividade de agua e presenca de diversas enzimas deterioradoras como a lipoxigenase, o EHS &
naturalmente susceptivel a degradacéo enzimatica e microbiologica, sendo portanto um produto
altamente perecivel (CHEMAT; ZILL-E-HUMA; KHAN, 2011; KWOK, KIN-CHOR -C;
NIRANJAN, 1995). Dessa forma, com o intuito de garantir a seguranca alimentar e estender a
vida util, este alimento deve ser submetido a processos de conservagdo adequados, sendo a
aplicagéo de calor a técnica mais comumente empregada.

Temperaturas elevadas sdo tradicionalmente utilizadas na conservacdo dos alimentos
devido ao seu efeito destruidor sobre o0s microrganismos, tanto patogénicos quanto
deterioradores, além da inativagdo de enzimas indesejaveis (VASCONCELOS, 2010). A
rigorosidade do tratamento térmico, expressa pelo bindmio de tempo/temperatura, € definida
de acordo com a resisténcia térmica do microrganismo ou enzima de interesse mais resistente
(ARTUR, 2004). Além disso, a definicdo do tratamento térmico depende de varios outros

fatores, como as caracteristicas do produto em questdo, possiveis efeitos indesejaveis, entre
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outros. De modo geral, os tratamentos térmicos de maior importancia e aplicagdo na industria
de alimentos s&o a pasteurizacdo e a esterilizacdo (FELLOWS, 2000).

A pasteurizagdo € um tratamento térmico no qual o alimento é aquecido em temperaturas
inferiores a 100 °C, por um periodo de tempo que varia de segundos a alguns minutos. Este
método tem como objetivo principal a eliminacdo da flora microbiana deterioradora e
patogénica que se encontra na forma vegetativa, além da inativacdo de enzimas indesejaveis,
prolongando a vida util dos alimentos (FELLOWS, 2000). Como a pasteuriza¢ao nao é capaz
de eliminar a forma mais resistente dos microrganismos (forma esporulada), os produtos
particularmente ndo &cidos (pH > 4,5) acabam tendo uma limitacdo da vida util, sendo
necessario outros metodos de conservacdo como refrigeracdo, acidificacdo, adi¢do de aditivos,
entre outros (VASCONCELOQOS, 2010).

Ja a esterilizacdo refere-se ao tratamento térmico mais rigoroso que se tem hoje na
indUstria, onde os alimentos sdo submetidos a temperaturas altas, acima de 100 °C por poucos
segundos. E um tratamento térmico capaz de inativar, além das enzimas indesejaveis, todos os
microrganismos patogénicos e deteriorados que possam crescer sob condi¢bes normais de
armazenamento (VASCONCELQS, 2010). lIsso significa dizer que, diferentemente da
pasteurizacdo, toda flora microbiana patogénica ou deterioradora, inclusive as formas
esporuladas, serdo destruidas e/ou inativadas (FELLOWS, 2000). O bindmio
tempo/temperatura a ser empregado na esterilizacdo deve ser aquele capaz de destruir a forma
vegetativa e esporulada do Clostridium Botulinum, que é conhecido como o microrganismo
patogénico de maior importancia e resisténcia térmica ao calor relacionado aos alimentos
(KWOK & NIRANJAN, 1995; SUN, 2014).

O aquecimento do extrato hidrossoltvel de soja pode ocorrer ao longo de todo o
processo, desde a moagem, cozimento até o tratamento térmico final. O calor tem como objetivo
ndo sé estender a vida util eliminando microrganismos e enzimas indesejaveis como também
melhorar as caracteristicas sensoriais, aumentar o rendimento, maximizar a extracao de sélidos,
proteinas e a qualidade nutricional do produto, destruindo fatores antinutricionais e aumentando
sua digestibilidade (KWOK & NIRANJAN, 1995).

Conforme mencionado acima, além da exposic¢do ao calor durante a etapa de obtencéo
do extrato de soja, 0 mesmo sofre um tratamento térmico final, que pode ser a pasteurizacéo ou
esterilizagcdo. No geral, o bindmio utilizado pode ser muito variavel, mas de acordo com Kwok
e Niranjan (1995), comercialmente, aplica-se binémios para a pasteurizacdo na faixa de 75 °C

por 15 segundos, semelhante ao do leite de vaca. Ja em relacéo a esterilizagdo, comercialmente
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é aplicado temperaturas de 143 °C por 60 s ou 154 °C por 29 segundos (KWOK, Kin Chor;
LIANG; NIRAJAN, 2002).

Muitos estudos vém ainda investigando e sugerindo outros binémios. Kohli et al.
(2017), por exemplo, utilizaram em seu estudo o bindmio 71 °C/15 s; ja Khodke, Shinde e
Yenge (2015) mencionaram que o tratamento de 121 °C por 15 minutos € o mais indicado para
conservar o extrato de soja por até 170 dias sob refrigeracdo. Yuan et al. (2008) por sua vez
relataram que 80 °C/2 min foi o suficiente para produzir extrato de soja sem hexanal, indicando
uma completa inativacdo das lipoxigenases; enquanto Poliseli-Scopel et al.(2014) concluiram
que o extrato de soja tratado a 142 °C/6 s e armazenado a temperatura ambiente (18-25°),
embalado assepticamente em caixa de papeldo revestida (recipiente Tetra Brik — 200mL),
durante 6 meses, ndo apresentou crescimento microbioldgico.

Por outro lado, o tratamento térmico pode dissociar, desnaturar e agregar proteinas da
soja, 0 que afeta negativamente a qualidade sensorial do extrato de soja (SORGENTINI;
WAGNER; ANON, 1995). O calor, ao desnaturar as proteinas essenciais da soja, resulta em
degradacdo de aminoacidos, reacdes de escurecimento e outras reacdes deteriorativas (KWOK
& NIRANJAN, 1995; VAGADIA et al., 2018). O processamento térmico pode ainda afetar o
teor de vitaminas e o desenvolvimento do sabor de cozido devido a alta temperatura e longo
tempo de processamento (AMITABH et al., 2017; POLISELI-SCOPEL, Fabio H. et al., 2012).

2.4 Lipoxigenases

O tratamento térmico no extrato hidrossoltvel de soja é calculado e avaliado com base
na inativacdo da enzima lipoxigenase. Esta enzima € utilizada como indicadora de eficiéncia do
tratamento térmico devido aos efeitos indesejaveis que causa ao produto, aliada a sua alta
resisténcia ao calor. Além de alterar o sabor da soja, ela provoca a rancificacdo do 6leo e
diminui a vida util dos derivados (ROSENTHAL et al., 2003).

As lipoxigenases (LOXs) estdo presentes em grande variedade de tecidos animais, como
de aves, peixes e mamiferos e estdo envolvidas no passo inicial da biossintese do acido
araquidénico e de compostos ativos fisiologicamente, como leucotrienos e lipoxinas. Encontra-
se também em tecidos vegetais tais como folhas, sementes, frutos e tubérculos (SILVA, 2004).
No caso da soja, essa enzima é particularmente importante, correspondendo a 2% das proteinas
totais do grao (DAVIES E NIELSEN APUD SILVA, 2004).

As isoenzimas lipoxigenases sdo proteinas globulares (Figura 6), que possuem um

atomo de ferro ndo-heme em sua molécula, constituido como grupamento prostético, sem o



41

qual ndo desempenhariam seu papel enzimatico (FOX APUD CIABOTTI, 2004). As
lipoxigenases podem ser classificadas ainda como 9 lipoxigenase (9-LOXs) ou 13 lipoxigenase

(13-LOXs), de acordo com a posicdo na qual o oxigénio é incorporado ao substrato produzido.

Figura 6 - Estrutura tridimensional da LOX

Fonte: Bruno e Silva (2004)

As LOXSs vegetais sdo proteinas monomericas de cerca de 95-100 kDa (mil daltons)
gue consistem em dois dominios: o dominio amino-terminal de cerca de 25-30 kDa e o0 dominio
carboxi-terminal de cerca de 55-65 kDa, sendo que este Ultimo consiste principalmente em alfa
hélices e abriga o sitio catalitico da enzima. As enzimas LOX contém um &tomo de ferro por
molécula de proteina. O metal do sitio ativo € um ferro ndo heme que é octaedricamente
coordenado por 5 cadeias laterais de cinco aminoacidos, mais um ligante de agua ou hidroxila.
No caso de LOXs de plantas, esses residuos sdo sempre trés histidinas, uma asparagina e uma
isoleucina (ANDREOU; FEUSSNER, 2009).

A LOX (linoleato: oxigénio oxidoredutase E.C. 1.13.11.12) ¢ classificada como EC1,
grupo das enzimas oxidoredutase, e somente atua sobre 0s acidos graxos que possuem um
sistema pentadieno (C=C-C-C=C). Desta forma, a lipoxigenase catalisa a adicdo de oxigénio
molecular as moléculas de acidos graxos poliinsaturados contendo o cis, cis-1,4-pentadieno
(GUERRERO-BELTRAN, ESTRADA-GIRON, SWANSON, & BARBOSA-CANOVAS,
2009).

Ao catalisar a adigdo de oxigénio ao acido linolénico e linoleico por exemplo, ha
formacéo de peroxidos e hidroperoxidos (Figura 7) com duplas ligages conjugadas, 0s quais
podem envolver-se em diferentes reaces degradativas, resultando na formacéo de produtos
volateis como hexanal, hexanol, pentanol e heptanol. A principal consequéncia é a modificagdo

do flavor original e o aparecimento de odores e gostos caracteristicos do rango (SILVA, 2004).
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O defeito de rancidez oxidativa causado pelas lipoxigenase pode ser atribuido a dois
fendmenos. Um deles é a oxidacdo dos acidos linoleico e linolénico e a consequente
decomposicdo quimica em varios aldeidos e cetonas aromaticos. O segundo € a producao
enzimatica direta de radicais de &cidos graxos liberados na matriz alimentar que iniciam e
propagam reacOes de co-oxidacdo e auto oxidagdo mediada por radicais livres (BAYSAL,;
DEMIRDOVEN, 2007).

Esta enzima tem sido associada a deterioracdo da qualidade do extrato de soja devido a
seus efeitos negativos em pigmentos e acidos graxos essenciais, como carotenoides, durante o
armazenamento e seu papel na producéo de sabores e odores indesejaveis (AGUILO-AGUAYO
et al., 2008). Os compostos responsaveis pelo sabor e odor desagradaveis ndo estdo presentes
no grdo intacto, mas aparecem quando os grdos sdo rompidos e absorvem agua, colocando a

enzima em contato com o substrato.

Figura 7 - Formag&o de Hidroperdxidos a partir de Acido Linoleico.
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A temperatura ideal para a atividade das lipoxigenases estd em torno de 30 °C. Em
temperaturas superiores, ha o decréscimo acentuado da sua atividade, embora ndo signifique
sua inativacdo (BORDINGNON; MANDARINO, 1994). No geral, as lipoxigenases podem ser
inativadas termicamente acima de 60 °C (BAYSAL; DEMIRDOVEN, 2007).
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Esta enzima ocorre em uma variedade de isoenzimas, que geralmente variam em pH
ideal, assim como na especificidade do produto e do substrato. Segundo Baysal e Demirddven
(2007) e Ciabotti (2004), as trés isoenzimas ja isoladas da soja sdo comumente classificadas
como tipo 1, que possuem um pH 6timo na regido alcalina e sdo especificas para acidos graxos
livres; do tipo 2, que possui atividade ideal em pH neutro e causam oxidagéo de carotenoides;
e aterceira que é semelhante & isoenzima 2, mas sua atividade é inibida pelos ions calcio. Kwok
e Niranjan (1995) observaram que entre 65-70 °C a energia de ativacao necessaria para inativar

a atividade desta enzima é maior em ambiente basico (pH ~ 7) se comparado ao meio acido
(pH~ 4).

2.5 Tecnologias emergentes de conservacao de alimentos

O tratamento térmico é um método amplamente utilizado para estender a vida util e
garantir a seguranca alimentar do extrato hidrossoltvel de soja, além de contribuir eliminando
fatores antinutricionais e melhorando caracteristicas sensoriais da bebida (CULLEN, 2012).
Entretanto, devido aos efeitos indesejaveis causados como escurecimento ndo enzimatico,
danos nutricional e sensorial, tem-se a clara necessidade por métodos de conservacao
alternativos, que cumpram com 0s mesmos objetivos dos métodos tradicionais, mas que
minimizem os efeitos indesejaveis.

Dessa forma, diante da demanda dos consumidores por produtos de alta qualidade, a
industria vem buscando métodos de conservacdo alternativos de modo a minimizar as
depreciacdes causadas pelo tratamento térmico tradicional. No geral, 0s novos métodos de
conservagdo, conhecidos como métodos emergentes, sdo classificados em térmicos e ndo
térmicos. As tecnologias emergentes térmicas utilizam fundamentalmente o calor, entretanto
diferenciam-se dos métodos tradicionais porque o calor é gerado no interior do produto, de
maneira mais efetiva e eficiente. Isso reduz o tempo em que o alimento fica exposto ao calor e,
consequentemente reduz as degradacOes causadas pelo tratamento térmico convencional.
Dentre as tecnologias térmicas emergentes pode-se citar o microondas, radiofrequéncia,
infravermelho e aquecimento 6hmico (CULLEN, 2012; SUN, 2014).

Especificamente no extrato hidrossoluvel de soja, encontram-se na literatura
investigacOes envolvendo a aplicacdo do microondas e aquecimento 6hmico como tratamentos
utilizados para conservar este produto. Vagadia et al. (2018) investigaram as condigdes de
processamento de EHS por microondas na frequéncia de 2,45 GHz e temperaturas de 70 °C, 85

°C e 100 °C por 2, 5 e 8 min, e compararam com tratamentos térmicos convencionais na mesma
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temperatura por 10, 20 e 30 min. Neste estudo, concluiu-se que a atividade inibidora da tripsina
reduziu para 1% no processamento por microondas e 3% no processamento convencional,
aumentando a digestibilidade da bebida e eliminando fatores antinutricionais. A atividade
inibidora da tripsina (T1A) e do inibidor de quimotripsina (CIA) foram estudados por Lu et al.
(2015) em que avaliou-se os efeitos do aguecimento 6hmico (220 V, 50 Hz) na inativacéo de
TIA e CIA no EHS, em comparagdo com o aquecimento induzido e fogdo elétrico. Este estudo
concluiu que o aquecimento dhmico aumentou ligeiramente a formacdo de agregados de
proteina e mais rapido na inativacdo de TIA e CIA.

Jé as tecnologias emergentes ndo térmicas, tais como alta pressao hidrostatica, ultrassom
e radiacdo ionizante, utilizam outro principio que ndo o calor para promover a inativacao
enzimatica e microbioldgica, de forma que, essas técnicas levam a um menor tempo de
processamento, maior rendimento e melhor retencdo de parametros nutricionais e de qualidade.
Além de preservar as caracteristicas do alimento, as novas tendéncias em tecnologia costumam
buscar seguridade para 0 meio ambiente, revelando preocupacdo com o equilibrio entre a
producdo e o consumo de alimentos (VEGA-MERCADO et al., 1997; CULLEN, 2012). As
técnicas de alta pressio (GUERRERO-BELTRAN et al., 2009), campo elétrico pulsado
(MORALES-DE LA PENA et al., 2010; POLISELI-SCOPEL et al., 2012; POLISELI-
SCOPEL et al., 2013), luz ultravioleta (UV) (BANDLA et al., 2012; POSSAS et al., 2018) e
luz pulsada (CHENG; ZHANG; ADHIKARI, 2013) ja vem sendo utilizadas para conservacdo
do extrato de soja como alternativa ao tratamento térmico convencional.

Segundo Cruz et al. (2007) os tratamentos por alta pressao a 200 e 300 MPa em extrato
de soja reduziram a contagem total de bactérias em 2,42 e 4,24 logs UFC/mL, respectivamente.
Os esporos foram reduzidos em cerca de 2 log UFC/mL e as enterobactérias ficaram abaixo do
nivel de deteccdo. Ja em relacdo ao campo elétrico pulsado, Li et al. (2008) observaram que as
atividades relativas da lipoxigenase de soja diminuiram com o tempo. Neste tempo, ocorreu
inativacdo méaxima da lipoxigenase de soja atingindo 88% a 42 kV/cm com 400 Hz de
frequéncia a 25 °C. Esses autores também demonstraram que o campo elétrico pulsado pode
inativar eficientemente E. coli, S. aureus e LOX sem afetar as caracteristicas de qualidade do
extrato de soja. O ultravioleta na faixa do UV-C (200 — 280 nm) foi utilizada por Bandla et al.
(2012) para investigar a atividade antimicrobiana do extrato de soja cru com tempo de
permanéncia constante de 11,3 s com dose de 11,18 mJ/cm?. Neste estudo, foram alcancadas
reducdes de até 5,6 log UFC/mL de E. coli e 3,29 log UFC/mL de esporos de B. cereus. Em
contrapartida, Alhendi et al. (2017) concluiram que o tratamento com luz pulsada alcangou a

inativacio completa do LOX com uma distancia de 7 cm e 90 s com 340,2 J/cm 2.
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O ultrassom, técnica emergente ndo térmica, embora ja& muito estudado nos mais
diversos tipos de produtos com comprovada efetividade da redugdo microbiolégica (D’ AMICO
et al., 2006; GABRIEL, 2014; PALA; ZORBA; OZCAN, 2015) e enzimatica, ndo foi ainda
investigado em extrato hidrossolUvel de soja, ou seja, ndo hé relatos na literatura até 0 momento

sobre o potencial de aplicacdo dessa tecnologia para aumento de vida Util da referida bebida.

2.6 Tecnologia de Ultrassom

O ultrassom é definido como uma onda sonora que excede o limite de audicdo humano
(~20 kHz) (Figura 8). Por possuir propriedades de ondas sonoras, como reflexéo, interferéncia,
adsorcéo e dispersdo, pode entdo propagar-se através de soélidos, liquidos e gases. Quando
aplicado no tratamento de alimentos, o ultrassom compreende ondas com frequéncias entre 20
e 100 kHz e intensidade sonora de 10 a 1000 W-cm (FENG; YANG; HIELSCHER, 2008;
PIYASENA et al., 2003). Com base na faixa de frequéncia/intensidade, as aplicacGes do
ultrassom podem ser divididas em duas categorias: avaliacdo ndo destrutiva (baixa intensidade)
e fonte de energia (alta intensidade) (ORTEGA RIVAS, 2013; POVEY; MCCLEMENTS,
1988).

O ultrassom de baixa intensidade (1 W-cm2), que utiliza altas frequéncias (5 — 10 MHz),
é usado como método ndo destrutivo ou invasivo de analise e monitoramento de Varios
alimentos em relacdo a sua composicdo, estrutura, por exemplo. Ja o ultrassom de alta
intensidade (10 — 1.000 W-cm), que utiliza baixas frequéncias (20 — 100 kHz), tem a
capacidade de causar perturbagfes no alimento, induzindo efeitos nas propriedades fisicas,
mecanicas e/ou bioquimicas nos alimentos. Esses efeitos sdo promissores no processamento,
preservacdo e seguranca de alimentos (MULET et al., 2002; POVEY; MCCLEMENTS,
1988).
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Figura 8 - Espectro Sonoro
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O uso do ultrassom oferece vantagens em termos de produtividade, rendimento e
seletividade, com menor tempo de processamento, melhor qualidade nutricional e sensorial,
menor uso de produtos quimicos, riscos quimicos e fisicos reduzidos, além de ser
ecologicamente correto. Dentre outros beneficios estd sua fécil aplicacdo, baixo custo,
estabilidade do produto e seguranca alimentar, seja por meio da reducdo do tempo de reacéo,
aumento de seu rendimento ou no uso de condicGes de temperatura e pressao mais brandas em
comparagdo com as rotas convencionais (CHEMAT; ZILL-E-HUMA; KHAN, 2011).

A conversdo de energia elétrica ou mecanica em som de baixa poténcia se da por meio
de transdutores. Estes transdutores podem ser utilizados através de equipamentos como banho
ultrassénico ou sistema de sonda. Os banhos tém uma gama de frequéncias ultrassdnicas que
variam de 20 kHz a mais de 1 MHz, enquanto as sondas existem predominantemente na faixa
de frequéncias de 20 e 40 kHz e, como resultado, sdo capazes de emitir maior poder
ultrassénico. As sondas, ou probes, sdo mais versateis, apresentam maior flexibilidade de ajuste
da amplitude da onda e do tipo de probe acoplada. Por estes motivos, sdo as mais utilizadas a
nivel industrial para gerar o ultrassom (SUN, 2014).

Os sistemas de sonda consistem em uma probe de metal acoplada a um transdutor
ultrassénico (Figura 9). A probe é usada para amplificar a vibragdo produzida pelo material
eletrostritivo, interacdo reversivel mostrada por alguns materiais cristalinos entre uma
deformacéo elastica e um campo elétrico no transdutor. Entre suas desvantagens estao a eroséo
da ponta por cavitacdo, formacdo de radicais livres e aquecimento do material exposto ao
ultrassom (ORTEGA-RIVAS, 2012).
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Figura 9- Sistema de sonda ultrassonico
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Os efeitos das ondas ultrassonicas nos alimentos ocorrem a partir do fendmeno
conhecido como cavitacdo acuUstica. De forma resumida, 0 som é propagado através de uma
série de ondas de compressao e rarefacdo as quais, com energia suficiente, podem exceder as
forcas de atracdo entre as moléculas, levando a formacéo de pequenas bolhas, conhecidas como
bolhas de cavitacdo. Tais bolhas crescem por um processo conhecido como difuséo retificado -
pequenas quantidades de vapor d’agua (ou gas) do meio sdo incorporados na bolha durante a
sua fase de expansdo, ndo sendo, portanto, totalmente expelido durante a compressdo. As bolhas
entdo crescem durante o processo e em um determinado momento se tornam inevitavelmente
instaveis, rompendo-se violentamente e produzindo efeitos quimicos e mecanicos no meio
circundante (Figura 10 e Figura 11) (SUN, 2014). Localmente, a temperatura pode alcancar
cerca de 5.000 K e a pressdo niveis superiores a 1.000 atm (PIYASENA et al., 2003;
VOLLMER et al., 1998). As mudancas de pressdo que ocorrem com essas implosdes sdo o
principal mecanismo de ruptura das células microbianas (GOGATE; TAYAL; PANDIT, 2006).
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Figura 10 - Cavitacéo das ondas ultrassonicas
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Figura 11 - Mecanismo de rompimento de células submetidas ao ultrassom
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A cavitacdo acustica resulta na desnaturacdo das enzimas devido aos efeitos quimicos
provocados por radicais livres gerados na quebra de moléculas de agua, ou também por forcgas
de cisalhamento geradas na formacao ou colapso de bolhas de cavitacdo, o que leva a alteracGes

conformacionais e consequentemente modificac6es do sitio ativo da enzima (KADKHODAEE;
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POVEY, 2008). Vale ressaltar que, os mecanismos de inativacdo ultrassdnica sao especificos
para cada enzima em particular, e dependem de sua composi¢do de aminoécidos e estrutura
conformacional. Por exemplo, a lipoxigenase aparenta ser inativada por um mecanismo
mediado por radicais livres e possivelmente por desnatura¢do (CULLEN, 2012).

Awad et al. (2012) afirmaram que a inativacdo enzimatica é um processo importante
para melhorar a estabilidade, prazo de validade e qualidade de muitos alimentos. Entretanto,
para se alcancar uma inativacdo enzimatica significativa, podem ser necessarios longos
periodos de exposicdo ao ultrassom, pois caso contrario, as ondas ultrassdnicas pode atuar de
maneira a aumentar a atividade enzimatica, quebrando grandes estruturas moleculares e
tornando as enzimas mais acessiveis para reacdo com substratos (SUN, 2014).

Além da composicao e estrutura das enzimas, a efetividade e 0 mecanismo de inativacdo
enzimatico é influenciado por fatores relacionados ao processo, como a natureza das ondas
ultrassdnicas e suas amplitudes, o tempo de exposicdo, o volume do alimento processado, a
composic¢do do alimento processado €, por fim, a temperatura de processamento (CULLEN, 2012).
A resisténcia da maioria das enzimas ao ultrassom costuma ser relativamente alta, sendo
portanto necessario tratamentos mais rigorosos do que aqueles necessarios para destruir 0s
microrganismos indesejaveis (RIVAS, 2012).

Vale ressaltar que quando utilizado isoladamente, o ultrassom pode ndo apresentar
grande efetividade na inativacdo microbioldgica e enzimatica, possuindo assim aplicacfes
limitadas quando utilizado como técnica Unica. Entretanto, quando combinado com outros
métodos (calor ou pressdo) conforme listado abaixo, pode se tornar uma técnica extremamente
eficiente e de grande potencial para aplicacdo na area de conservacao de alimentos (CHEMAT;
ZILL-E-HUMA; KHAN, 2011; SUN, 2005).

» Manossonifica¢do: combinag@o de ultrassom com pressao;

 Termossonicagdo: combinacao de ultrassom com calor;

» Manotermossonicagdo: combinacdo de ultrassom com calor e pressao.

A termossonicacdo, técnica foco deste trabalho, consiste na combinacdo do ultrassom
com o calor, no qual o produto é submetido a condic¢Ges de temperatura moderada (50-70 °C)
sendo concomitantemente submetido a ondas ultrassénicas. Quando combinado com o calor, o
ultrassom apresenta um efeito sinérgico, tendo a capacidade de acelerar as taxas de inativacdo
enzimatica e microbioldgica, reduzindo assim o tempo e intensidade do tratamento térmico
necessario, consequentemente minimizando as degradacGes nutricionais e sensoriais
(CHEMAT; ZILL-E-HUMA; KHAN, 2011).
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A termossonicagdo tem de fato se mostrado eficiente na inativacdo enzimatica e diversos
estudos revelam suas aplicacdes. Gamboa-Santos et al. (2012) concluiram que cenouras
branqueadas pela sonda ultrassonica durante 10 minutos apresentaram caracteristicas
semelhantes as tratadas convencionalmente por 40 minutos, ambas a 60 °C, se mostrando uma
alternativa vantajosa em relacdo ao tempo. Cheng, Zhang e Adhikari (2013) estudaram a
cinética de inativacdo dos tratamentos térmico e termossonico da polifenoloxidase (PPO) em
cogumelos (Agaricus bisporuse) e verificaram que os valores D de PPO diminuiram 1,3 a 3
vezes mais durante a inativacao termossonica em comparacdo com os valores D de PPO durante
a inativacdo térmica.

Ribeiro et al. (2017) mostraram que o ultrassom apresentou efeito aditivo ao tratamento
térmico na inativacdo da PPO e peroxidase (POD), atingindo a inativacao completa da PPO e
POD na agua de coco em 665,8 mW/mL, na amplitude de 66 % /13 min. Terefe et al. (2009)
examinaram a cinética de inativacdo ultrassonica da poligalacturonase (PG) e pectina
metilesterase (PME) em suco de tomate e determinaram que o efeito termossonico aumentou
as taxas de inativacdo de PME e PG em 1,5 a 6 vezes e 2,3 a 4 vezes, respectivamente, em
comparacdo ao tratamento controle. Aadil et al. (2015) investigaram o tratamento com
termossonicagdo em amostras de suco de toranja fresca submetidas a um banho ultrassonico
com diferentes varidveis de processamento, incluindo temperatura (20, 30, 40, 50 e 60 °C),
frequéncia (28 kHz), poténcia (70%, 420 W) e tempo de processamento (30 e 60 min). Os
autores atingiram inativacdo completa dos microrganismos a 60 °C por 60 min, aumento
significativo nos atributos de cor e compostos bioativos, assim como houve também reducéo
da atividade de PME, PPO e POD em 91%, 90% e 89%, respectivamente.

O tratamento por termossonicacao também foi realizado por lllera et al. (2018), em que
amostras de suco de maca foram aquecidas por 18 min a 67 °C, na amplitude de 100%. Foi
observado que o conteido de compostos fendlicos totais aumentou apos a termossonicacao e
houve melhoria significativa na distribuicdo do tamanho de particula em comparacdo com o
suco ndo tratado. Para a enzima PPO foi alcangado quase que sua completa inativagdo e para a
enzima PME foi alcangado 50% de reducdo da atividade enzimética na temperatura mais alta
(67 °C). Para o tratamento térmico convencional, foi observado que nas temperaturas de 52 e
60 °C néo houve reducdo da atividade enzimatica, sendo observado inclusive um aumento na
atividade das enzimas. O tratamento na temperatura mais alta (67 °C), embora tenha propiciado
uma reducdo enzimatica (24% para a PPO e 9% para a PME), foi bem inferior a reducéo
encontrada para o tratamento por termossonicacdo. Estes resultados comprovaram que a

termossonica¢do melhorou significativamente a inativagédo de PPO e PME em suco de magé.
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A inativagdo térmica convencional da PME em suco de laranja foi realizada por Koshani
et al. (2015) em temperaturas entre 40 e 80 °C por 5 a 25 min. No processo por termossonicagéo,
foi utilizada intensidade de ultrassom de 60 a 100 W, nas mesmas condicGes de tempo e
temperatura do tratamento térmico. Neste estudo, foi demonstrado que as condi¢Ges 6timas que
promoveram uma completa inativacdo da enzima PME pelo tratamento térmico convencional
foram 75 °C por 21,8 min, ja por termossonicagéo as condi¢des foram bem mais amenas, 63 °C
por 9,8 min. Este resultado confirmou o efeito sinérgico do ultrassom com o calor, o que levou
ao aumento da inativacdo enzimatica e reducdo da rigorosidade do tratamento térmico

tradicional.

CONCLUSAO

O extrato hidrossoluvel de soja € altamente perecivel e requer um método de
conservacdo adequado. Nos Uultimos anos, o consumo desta bebida tem aumentado
consideravelmente e, considerando seu baixo custo e alta disponibilidade comercial, é urgente
a necessidade de avaliar técnicas alternativas ao tratamento térmico convencional. Além de ser
cada vez mais recorrente o interesse das indUstrias alimenticias por métodos de processamento
gue minimizem as perdas sensoriais e nutricionais, esta também é uma demanda dos
consumidores. O ultrassom é uma tecnologia emergente que garante a qualidade e a preservacéo
dos alimentos e, quando combinado com calor, pode apresentar um efeito sinérgico, acelerando
as taxas de inativagdo microbiolégica e enzimética e, consequentemente, reduzindo a
rigorosidade do tradicional tratamento térmico. E, portanto, fundamental avaliar o efeito da

termossonicacdo no tratamento do extrato hidrossolUvel de soja a fim de estender sua vida util.
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ABSTRACT: O extrato hidrossoltvel de soja (EHS) € nutritivo e altamente perecivel, sendo
necessario ser submetido a um método de conservagao adequado. O ultrassom combinado com
o calor (termossonicacdo) pode ser uma alternativa capaz de reduzir os efeitos indesejaveis
causados pelo tratamento térmico convencional a este produto. O objetivo deste trabalho foi
avaliar o efeito da termossonicagdo na inativacdo da enzima lipoxigenase do EHS em duas
condigdes de amplitudes ultrassonicas (70% e 90%). Para tanto, empregou-se um delineamento
compostos central rotacional (DCCR) a fim de avaliar o efeito da temperatura (62 °C a 83 °C)
e do tempo (2 a 4 minutos) de termossonicacao na inativacao da lipoxigenase (LOX). Amostras
de EHS fresco e submetidas a termossonicagdo na amplitude de 70% (80 °C/2 min) e 90%
(83 °C/3 min) e a um tratamento térmico convencional (83 °C/3 min) foram caracterizadas
guantos aos parametros de cor (L* a* b*), pH, solidos soltveis totais (°Brix) e contetdo
fenolico total. Nas condicGes experimentais avaliadas, ndo foi observado um efeito sinérgico
do ultrassom e calor na inativacdo da LOX. Embora nédo tenha sido observado um efeito
expressivo do ultrassom com a temperatura, foi observado um efeito desejavel em relagdo ao
teor nutricional, visto que a termossonicacdo minimizou a perda do contetdo fendlico total.

Industrial relevance text: Ao investigar o efeito da termossonicacdo no processamento do
extrato hidrossoltvel de soja, este trabalho demonstrou que o efeito sinérgico da temperatura e
ultrassom é altamente dependente da matriz alimenticia e isoformas da enzima lipoxigenase.
Nas condi¢Oes experimentais estudadas, a termossonicacdo nao apresentou um potencial claro

para reduzir a rigorosidade do tratamento térmico convencional.

KEYWORDS: Extrato Hidrossollvel de soja. Inativacdo enzimatica. Lipoxigenase.
Termossonicacgdo. Ultrassom.
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INTRODUCAO

O extrato hidrossoluvel de soja (EHS), emulsdo aquosa resultante da hidratacdo dos
grdos de soja, € um alimento reconhecido por sua riqueza nutricional, pelo baixo teor de
gordura, bem como auséncia de lactose e colesterol (JASTI; LAVANYA; FADNAVIS, 2015;
POSSAS et al., 2018). Nos ultimos anos, o consumo desta bebida vem aumentando
significativamente, principalmente entre consumidores intolerantes a lactose, vegetarianos,
veganos e/ou por aqueles que buscam dietas mais saudaveis (ABATH, 2013; KOHLI et al.,
2017; MA; HUANG, 2014).

Devido a natureza da sua constituicdo como a riqueza nutricional, pH neutro, alta
atividade de agua e presenca de diversas enzimas deterioradoras como a lipoxigenase, o EHS é
naturalmente susceptivel a degradacdo enzimatica e microbioldgica, sendo portanto um produto
altamente perecivel (CHEMAT; ZILL-E-HUMA; KHAN, 2011; KWOK, KIN-CHOR -C;
NIRANJAN, 1995). Dessa forma, com o intuito de garantir a seguranca alimentar e estender a
vida util, este alimento deve ser submetido a processos de conservacdo adequados,
imediatamente apds sua obtencdo (KWOK, KIN-CHOR -C; NIRANJAN, 1995; POSSAS et
al., 2018). Usualmente, o tratamento térmico aplicado ao EHS é definido em funcdo da
capacidade de promover a inativacdo da enzima lipoxigenase (indicador bioldgico), devido a
seus efeitos indesejaveis no produto, como a rancificacdo, e a sua alta resisténcia térmica. A
LOX (linoleato: oxigénio oxidoredutase E.C. 1.13.11.12) catalisa a reacdo de hidroperoxidacao,
ou seja, a adicdo de oxigénio molecular as moléculas de &cidos graxos poliinsaturados contendo
0 cis, cis-1,4-pentadieno (GUERRERO-BELTRAN, ESTRADA-GIRON, SWANSON, &
BARBOSA-CANOVAS, 2009). Essas reacdes indesejaveis sobre os acidos graxos promovem
sua degradacao e liberacdo de compostos volateis e ndo volateis responsaveis pelos sabores
indesejaveis (BORDINGNON; MANDARINO, 1994; POLISELI-SCOPEL, Fabio H. et al.,
2013).

As LOXs vegetais sdo proteinas monoméricas de cerca de 95-100 kDa (mil daltons),
sendo que o metal do sitio é octaedricamente coordenado por 5 cadeias laterais de cinco
aminoéacidos e um ligante de agua ou hidroxila. No caso de LOXs de plantas, esses residuos sdo
sempre trés histidinas, uma asparagina e uma isoleucina (ANDREOU; FEUSSNER, 2009). As
isoenzimas da LOX séo proteinas globulares que possuem um atomo de ferro ndo-heme em sua
molécula, constituindo-se como grupamento prostético, imprescindivel para desempenho da
funcdo de catélise enziméatica (FOX APUD CIABOTTI, 2004). Ao catalisar a adicdo de

oxigénio ao &cido linolénico e linoleico, acidos graxos presentes no EHS, ha formacédo de
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hidroperdxidos que se envolvem em reagdes deteriorativas, resultando na formacéo de produtos
volateis que levam & modificacdo do flavor original e o aparecimento de odores e gostos
caracteristicos do ranco (SILVA, 2004).

O calor é 0 método de conservacdo comumente empregado na conservagdo do EHS,
garantindo sua seguranca alimentar e extensdo da vida util (KWOK & NIRANJAN, 1995;
KWOK et al., 2002). Entretanto, o calor também pode ocasionar alteracGes indesejaveis, como
desnaturacdo de proteinas, deterioracdo de aminoacidos e rea¢6es que culminam na depreciacéo
da qualidade sensorial e valor nutricional da bebida (AMITABH et al., 2017; ANAYA-
ESPARZA et al., 2017; FELLOWS, 2000; SUN, 2014).

Dessa forma, diante dos efeitos indesejaveis e da ansia dos consumidores por alimentos
de qualidade, surge a necessidade de técnicas de conservacao alternativas, que minimizem os
danos causados pelo tradicional tratamento térmico. Neste contexto, varias tecnologias
emergentes, tanto térmicas quanto ndo térmicas, ja vendo sendo investigadas no extrato
hidrossollvel de soja, incluindo o aquecimento éhmico (AMITABH et al., 2017; LI, Fa De et
al., 2015; SASTRY; SALENGKE, 1998), microondas (VAGADIA et al., 2018), alta pressédo
(ANDRES et al., 2016; POLISELI-SCOPEL, FABIO H. et al., 2012), ultravioleta (BANDLA
et al., 2012) e luz pulsada (ALHENDI et al., 2017). Dentre as tecnologias ndo térmicas, pode-
se destacar o ultrassom como uma técnica promissora, que apesar de apresentar resultados
satisfatorios em diversos produtos, ainda ndo foi investigada para o extrato hidrossoltvel de
soja.

O ultrassom consiste em ondas sonoras que possuem frequéncia acima de 16 kHz ndo
sendo detectadas pelo ouvido humano (CHEMAT; ZILL-E-HUMA; KHAN, 2011). E uma
tecnologia emergente que garante a qualidade e a preservacdo dos alimentos devido ao
processamento minimo, geralmente em temperatura ambiente ou amenas (AWAD et al., 2012,;
CARRILLO-LOPEZ et al., 2017; MAJID; NAYIK; NANDA, 2015; O’DONNELL et al.,
2010; SUN, 2014). A inativagdo enzimatica através do ultrassom esté relacionada ao fendbmeno
de cavitacéo, que envolve a formacao, crescimento e implosdo de bolhas quando o meio liquido
é submetido a ondas sonoras (PI'YASENA et al., 2003). O colapso das bolhas de cavitacdo leva
a efeitos mecanicos e quimicos relacionados a ag¢fes locais (temperaturas de até 5.000K e
pressdes de até 50.000 kPa) (KOSHANI et al., 2015), que acarretam na inativacdo enzimatica
(ANAYA-ESPARZA et al., 2017). J& as mudancas de pressdo que ocorrem com essas
implosdes sdo o principal mecanismo de ruptura das células microbianas (GOGATE; TAYAL;
PANDIT, 2006).
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Quando utilizado isoladamente, o ultrassom pode nédo ser tdo eficiente, de forma que
para se alcancar resultados significativos, seja conveniente a combinacdo com outras técnicas
de conservacdo, como calor e pressdo (AADIL et al., 2015; CHEMAT,; ZILL-E-HUMA;
KHAN, 2011; DOLAS; SARAVANAN; KAUR, 2019). A termossonicacao envolve 0 uso
simultaneo de ondas de ultrassom de baixa frequéncia associado a temperaturas mais amenas
do que aquelas utilizadas no processamento térmico convencional (AADIL et al., 2015;
ABDULLAH; CHIN, 2014; DOLAS; SARAVANAN; KAUR, 2019; GHOSH, 2017). Quando
combinado com calor, o ultrassom pode apresentar um efeito sinergistico, acelerando as taxas
de inativagdo microbioldgica e enzimatica e, consequentemente, reduzindo a rigorosidade dos
tradicionais tratamentos térmicos. Com isso, além de diminuir a temperatura e/ou o tempo de
processamento, esta técnica apresentar um potencial de minimizar alteragcdes indesejaveis na
qualidade nutricional e sensorial do alimento tratado (AADIL et al., 2015; ILLERA et al., 2018;
ZHANG et al., 2017). Vérios estudos vém elucidando o potencial da termossonicacdo na
inativacdo enzimatica em produtos como agua de coco (RIBEIRO et al., 2017), cogumelo
(CHENG; ZHANG; ADHIKARI, 2013), agrido (CRUZ, Rui M.S.; VIEIRA; SILVA, 2006),
sucos de toranja (AADIL et al., 2015), maca (ILLERA et al., 2018), laranja (KOSHANI et al.,
2015), tomate (TEREFE et al., 2009) e purés de péra, maca e morango (SULAIMAN et al.,
2015), leite de aveld (ATALAR et al., 2019) e bebida fermentada (ALCANTARA-ZAVALA
etal., 2021).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da termossonicacdo na inativacao
da enzima lipoxigenase em extrato hidrossolivel de soja, sob diferentes amplitudes
ultrassonicas. Um delineamento composto central rotacional (DCCR) foi empregado a fim de
estudar a influéncia dos parametros independentes temperatura e tempo de termossonicagédo na
atividade residual da LOX em EHS. Posteriormente, o efeito sinergético do ultrassom e calor
na inativacdo da LOX foi avaliado e comparado a condicdes de tratamentos térmicos
convencionais. Por fim, amostras de EHS foram caracterizadas por analises fisico-quimicas e

conteudo fendlico total.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Materiais

Acido bérico, cloreto de potassio, alcool etilico, acido linoleico, listar os materiais
usados ao longo dos experimentos, citando o nome do reagente, pureza/concentragdo, marca,

pais de origem. Exemplo: &cido linoleico, alcool etilico, borato (de que?), etc

2.2 Preparo do Extrato Hidrossoluvel de Soja

O extrato hidrossoltvel de soja foi obtido conforme as etapas descritas na Figura 1. Os
gréos de soja, adquiridos no comércio local de Lavras (Minas Gerais, Brasil), foram pesados e
embebidos em &gua destilada, durante 20 horas, na proporcao de 1:3 (m/v) (GUERREIRO,
2006). Apos este periodo, a dgua remanescente foi descartada e o0s graos foram lavados com
agua destilada. Em seguida, os gréos intumescidos foram moidos em liquidificador industrial
(63 SHOP, Alta rotacdo 2L, Brasil) por 2 minutos, com adi¢do de agua seguindo a mesma
proporcdo da etapa anterior. Para remogdo do material insoluvel, o extrato obtido foi filtrado
manualmente em tecido de nylon e em seguida, centrifugado (THERMO CIENTIFIC,
SL16/16R, EUA) a 4 °C por 20 minutos na velocidade 10.000 x g. Por fim, o sobrenadante foi
recolhido e configurou-se como o extrato hidrossoluvel de soja utilizado nos experimentos. Este
foi acondicionado em frascos de vidro ambar e conservado sob refrigeracdo (~5 °C) até o

momento do tratamento por termossonicacgdo e tratamento térmico convencional.

) e N e ™ e ™ e ™ ' N
Moagem
Grdos em Filtracdo Centrifuga
Pesagem e . liquidificad s o og Extrato
selecio embebidos or manual em ¢doa4°C, hidrossol
~ durante 20 . . tecido de 10.000g .
dos graos h industrial nvion or 20 min vel de soja
durante 2 ¥ P
min
\ J \ S \ J \ J \ S

Figura 1 - Processo de obtencdo do Extrato HidrossolUvel de Soja
Fonte: Autor (2020)
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2.3 Ensaios preliminares

Baseado em trabalhos de Kwok & Niranjan (1995), Kwok et al. (2002) e Vagadia et al.
(2018), foi definida a faixa de estudo para avaliar a influéncia das variaveis independentes
temperatura (°C) e tempo (min) de tratamento térmico sobre a inativacdo da LOX do EHS. Os
experimentos preliminares foram conduzidos em um delineamento fatorial completo 3x3, com
3 niveis de temperatura (70 °C, 80 °C e 90 °C) e 3 niveis de tempo (3, 5 e 8 min), totalizando 9
tratamentos. Todos os experimentos foram realizados em 3 repeti¢6es para calculo da média e
desvio padréo.

Inicialmente as amostras foram pré-aquecidas até a temperatura definida pelo
delineamento fatorial para cada tratamento, por meio da imersdo de 50 mL de extrato
hidrossoltuvel de soja (acondicionado em béquer de vidro) em um banho-maria (Modelo
Q215S2 — QUIMIS, BRASIL) a 90 °C (TEREFE et al., 2009). A temperatura foi controlada
por meio de um termémetro (KASVI, CHINA) imerso no liquido. Ap6s ser atingida a
temperatura de trabalho, o béquer contendo a amostra foi transferido para um banho-maria
(Modelo Q215S2 — QUIMIS, BRASIL) ajustado com a temperatura de teste, onde permaneceu
durante o periodo de tempo pré-estabelecido (3, 5 e 8 min). Apds cada tratamento, as amostras
foram imediatamente resfriadas em banho de gelo até 4°C e a atividade enzimatica da LOX foi
determinada conforme descrito no item 2.3.

Os resultados experimentais obtidos no delineamento fatorial 3x3 foram submetidos a
Andlise de Variancia (ANOVA), ao nivel de significancia de 5% probabilidade. Todas as
analises estatisticas foram realizadas no pacote estatistico SAS® University Edition (SAS
Institute Inc., Cary, NC, USA).

2.4 Atividade enzimatica da lipoxigenase

A atividade da enzima lipoxigenase no EHS previamente termossonicado foi
determinada de acordo com a metodologia descrita por Li et al. (2008, 2013). Inicialmente, 0,1
mL de cada amostra foram pipetados em tubos de ensaio de 25 mL e diluidos com a adicéo de
19 mL de &gua destilada. A solucdo diluida foi armazenada para uso posterior.

A solucdo substrato foi preparada imediatamente antes da realizacdo das analises de
atividade enzimatica. Essa solucdo foi composta de &cido linoleico: alcool etilico: tampéo
borato (pH 9,0) 0,2 mol/L (1: 1: 1.000 v/v), totalizando 5 mL, que foram misturados em 20 mL
de tampao borato (pH 9,0) 0,2 mol/L e 5 mL de agua destilada. Em seguida, 2 mL desta solu¢do
substrato e 0,95 mL do tampé&o borato (pH 9,0) 0,2 mol/L foram pipetados em uma cubeta de

quartzo, misturados por inversao a 25 °C. Apos, 0,05 mL da amostra diluida foram adicionados
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a cubeta de quartzo e imediatamente misturada por inversdo. O decréscimo da absorbancia foi
observado em espectrofotometro VIS 190-1100nm (DRAWELL, DU-8200, CHINA) ajustado
no comprimento de onda de 234 nm (Li et al. (2008), durante 3 minutos, para a obtencdo da
velocidade maxima da atividade enzimatica (AA234/min) enzima. UMa unidade de atividade (U)
foi definida como a quantidade de enzima necessaria para produzir um decréscimo de 0,001 na
densidade Optica por minuto (JIANG, et al., 2018). A cada leitura, o equipamento foi zerado
com o branco, substituindo o extrato de soja por agua destilada. Os ensaios foram realizados
em triplicata.

A atividade enzimatica foi calculada a partir da Equacéo (1).

— (AA234/min)enzima (1)

AE 000ix01

em que AE é a atividade enzimatica (U/mL) da lipoxigenase no EHS; f ¢ o fator de dilui¢do da
amostra de EHS; (AA,34/Min) .nzima € @ Velocidade maxima da atividade enzimatica (U)
A inativacdo da LOX foi avaliada por meio da determinacdo da atividade residual (AR,

%) da lipoxigenase no EHS, definida de acordo com a Equacéo (2):

AE @)
AR = —x 100
AE,

em que AE ¢ a atividade enzimatica (U/mL) da lipoxigenase na amostra de EHS apds ser
submetida ao processo de termossonicacao e AE, € a atividade enzimatica (U/mL) inicial de
lipoxigenase na amostra de EHS antes de ser submetida ao processamento térmico, ambas

calculadas conforme a Equacéo (1).

2.5 Otimizacéao das condic¢des operacionais da termossonicagao

Foi empregado o Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 22 + 5 pontos
centrais + 2 pontos axiais (-1,41 e +1,41) a fim de otimizar as varidveis independentes
temperatura (X1) e tempo (X2) quanto & minimizag&o da atividade residual da lipoxigenase em
EHS, conforme Tabela 1. Os experimentos do DCCR 22 foram realizados nas condicdes de

amplitude ultrassonica de 70 e 90%. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.
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Tabela 1 — Variaveis codificadas e reais estudadas no DCCR 22

Tratamentos Variaveis codificadas Variaveis reais

X1 X2 X1 X2
1 -1 -1 65,0 2,0
2 -1 +1 65,0 4,0
3 +1 -1 80,0 2,0
4 +1 +1 80,0 4,0
5 1,41 0 61,9 3,0
6 +1,41 0 83,1 3,0
7 0 -1,41 72,5 1,6
8 0 +1,41 72,5 4.4
9 0 0 72,5 3,0
10 0 0 72,5 3,0
11 0 0 72,5 3,0
12 0 0 72,5 3,0
13 0 0 72,5 3,0

Inicialmente as amostras foram pré-aquecidas até a temperatura definida pelo
delineamento experimental para cada tratamento por meio da imersdo de 50 mL de extrato
hidrossolUvel de soja (acondicionado em béquer de vidro) em um banho-maria (Modelo
Q215S2 — QUIMIS, BRASIL) a 90 °C (TEREFE et al., 2009). A temperatura foi controlada
por meio de um termémetro (KASVI, CHINA) imerso no liquido. Apds ser atingida a
temperatura de trabalho, o béquer contendo a amostra foi transferido para o ultrassom QSonica
(Ultronique, BRASIL) operando com frequéncia de 20 Hz e equipado com probe de titanio de
0,3 cm de diametro. A termossonicacdo ocorreu mediante a imersdo de 0,5 cm da sonda em 50
mL de extrato hidrossollvel de soja previamente aquecido. O tratamento foi conduzido durante
0 periodo de tempo pré-estabelecido no delineamento. A temperatura da amostra foi mantida
durante todo o processo de termossonicacdo por meio de um béquer encamisado com circulacéo
de agua a temperatura de trabalho. A temperatura da amostra foi monitorada durante todo o
processo (aquecimento da solucdo de EHS e tratamento por termossonicacdo) com auxilio de
um termoémetro (KASVI, CHINA). Apos cada tratamento, as amostras foram imediatamente
resfriadas em banho de gelo até 4 °C e a atividade enzimatica da LOX foi determinada conforme
descrito no item 2.3.

Os resultados obtidos no DCCR 22 foram submetidos & analise de regresséo linear
maultipla por meio do software SAS® University Edition (2016) e um modelo polinomial

quadrético (Equacdo 3) foi ajustado aos dados.

9 = Bo- BiXi- BuXi® +ByXiX; +e (3)
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onde § ¢ a atividade residual da enzima (%), B, é a intercessdo do modelo, X; e X; s&o os niveis
das variaveis independentes, e € o erro e B;, B;;, B;; sdo os coeficientes linear, quadratico e de
interacdo, respectivamente.

A acuidade dos modelos foi avaliada por meio de coeficiente de determina¢do multipla
(R?), significancia do modelo matematico (p<0,05), falta de ajuste do modelo (p>0,05) e
significancia dos coeficientes da regressdo (p<0,05). Coeficientes ndo significativos (p>0,05)
foram agrupados no erro e. Para facilitar a visualizacdo e identificacdo da condicédo
experimental de minimizacéo da atividade residual da LOX em EHS, foram gerados graficos
de contorno a partir dos valores preditos pelo modelo matematico obtido. Todas as anélises
estatisticas foram realizadas por meio do pacote estatistico Sigmaplot (versdo 14.5 Systat

Software).

2.6 Comparacdo com tratamento térmico convencional

A fim de comparar o efeito sinergético do ultrassom e calor na inativacdo da LOX em
relacdo ao tratamento térmico convencional, o extrato hidrossoltvel de soja foi submetido a um
tratamento térmico tradicional (somente efeito do calor) seguindo as condi¢des de temperatura
e tempo avaliadas no DCCR 22, Para isto, 50 mL de extrato hidrossoltvel de soja foram
previamente pré-aquecidos em um banho-maria (Modelo Q215S2 — QUIMIS) a 90 °C, até a
condicdo experimental estabelecida (Tabela 1). Apds cada tratamento, as amostras foram
resfriadas em banho de gelo e a atividade enzimatica e atividade residual da LOX foram
determinadas.

Os resultados de AR obtidos para o tratamento térmico convencional foram submetidos
a andlise de regressdo e um modelo polinomial quadratico (Equacédo 3) foi ajustado. Todos 0s

ensaios foram realizados em triplicata.

2.7 Calculo da poténcia ultrassdnica e energia acustica especifica

Para se calcular a poténcia ultrassbnica aplicada nas amostras, 50 mL do extrato
hidrossoluvel de soja a temperatura ambiente (25 °C), contido em um béquer de vidro, foram
submetidos ao tratamento ultrassonico nas duas condi¢Ges de amplitude propostas (70% e
90%), pelos tempos de 2,3 e 4 min. Com o auxilio de um termémetro (KASVI, CHINA) e um
crondmetro, 0 aumento da temperatura em funcdo do tempo de sonicacao foi registrado em

intervalos de 30 segundos. Com estes dados, foi determinada inicialmente a poténcia (W) e
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consequentemente a energia acustica especifica (mW/mL) para cada condi¢do de tempo e
amplitude testadas (RIBEIRO et al., 2017).
A poténcia de cada tratamento foi determinada por método calorimétrico através da

Equacao (4) proposta por Baumann; Martin e Feng (2009).

Poténcia (W) = m X ¢, X (%) 4)

onde m € a massa de 50mL do extrato hidrossolUvel de soja; c, € o calor especifico do extrato
hidrossoltvel de soja (4649,6 J/kg. °C) e % ¢ a taxa de variacdo da temperatura durante a
sonicagao (°C/s).

A energia acustica especifica (SAE, mW/mL) em cada condicéo foi obtida por meio da

razdo da poténcia (P, W) pelo volume de EHS da amostra (I, mL), conforme Equacéo (5).

SAE (1) =2 )

2.8 Andlises fisico-quimicas

As caracteristicas fisico-quimicas e o contetido fendlico total da condicdo experimental
Otima obtida no DCCR foram determinadas. A amostra submetida apenas ao tratamento térmico
convencional foi considerada como controle.

O pH das amostras de EHS foi determinado em medidor de pH de bancada (modelo
MPA-210A, marca, pais). O teor de sélidos soltveis (°Brix) foi determinado pela medicéo do
indice de refracdo usando um refratdmetro digital (modelo ATAGO PAL-1, marca, pais). Os
parametros colorimétricos L* (luminosidade), a* (coordenada do eixo vermelho-verde) e b*
(coordenada do eixo azul-amarelo) foram medidos em um colorimetro (modelo Konica Minolta
CR-10, marca, pais). A diferencga de cor total (E*) foi obtida de acordo com a Equacao (6)
(OLADUNJOYE et al., 2021).

AE* = \[(AL)? + (Aa*)? + (Ab*)? (6)

onde A indica a variacdo dos pardmetros, ou seja, AL* = (L* — L,") é a diferenca entre a
luminosidade das amostras termossonicadas e o controle; Aa* = a* — a*, sdo as intensidades

da cor vermelha (valor positivo) e verde (valor negativo) das amostras termossonicadas e 0
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controle; Ab* = b* — b* sdo as intensidades das cores amarela (valor positivo) e azul (valor

negativo) das amostras termossonicadas e o controle.

2.8 Conteudo fendlico total

O conteudo fendlico total foi determinado usando o método colorimétrico descrito por
Morales-de la Pefia et al. (2010) e Rodriguez-Roque, Rojas-Grall, Elez-Martinez, & Martin-
Belloso (2013). Uma aliquota de 0,5 mL de EHS (sem tratamento térmico, submetida a
termossonicacdo ou ao tratamento térmico convencional) foi misturada com 0,5 mL do reagente
Folin-Ciocalteu e 10 mL de Na2COs (20 % m/v). O volume da mistura foi completado até 25
mL com agua destilada com uso de um baldo volumétrico. A solucdo resultante foi mantida no
escuro em temperatura ambiente (25 °C) por 1 h. Em seguida, a absorbancia das amostras foi
medida a 725 nm. A curva de calibragdo para determinacdo do contetdo fendlico total foi
construida utilizando o &cido galico (GAE) como padréo, nas concentracdes de 20 a 75 mg/100

mL. Os resultados foram expressos em mg de acido galico por 100 mL de bebida.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados médios obtidos nos ensaios preliminares empregando o delineamento

fatorial 3x3 séo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Resultados dos ensaios preliminares
Temperatura (°C) /Tempo(min) AR (%)

70/3 87,75+ 1,62
70/5 75,64 +1,11
70/8 22,42 + 1,68
80/3 3,14+ 0,44
80/5 3,09+ 0,50
80/8 2,13+0,64
90/3 2,85+ 0,55
90/5 2,14 +0,33
90/8 0,95+0,28

Esses resultados foram submetidos a ANOVA, seguido de anéalise de regressao, € 0
modelo matematico obtido para a inativacdo da LOX do EHS em funcdo do tempo e

temperatura de termossonicacéo € apresentado na Equacéo 7.

$ = 2450,4852 — 54,0057 x; — 59,0509x, + 0,6821x,x, + 0,2963x,2 Eq.(7)
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O modelo matemético ajustado foi significativo (p<0,05), apresentou coeficientes
significativos (p<0,05), falta de ajuste n&o significativa (p>0,05) e R? superior a 0,94.

Verificou-se os tratamentos que utilizaram temperaturas iguais ou superiores a 80 °C
foram capazes de inativar quase totalmente a LOX no EHS, sendo que a 80 °C/8 min a enzima
apresentou atividade residual semelhante a encontrada para 90 °C/5 min. Também foi possivel
observar que a 70 °C, no menor tempo (3 min), a LOX apresentava alta resisténcia a inativagdo
e sua atividade residual permaneceu muito elevada. Embora as lipoxigenases possam ser
inativadas acima de 60 °C ((BAYSAL; DEMIRDOVEN, 2007), a reducdo efetiva de sua
atividade esta relacionada as condigdes de processamento e suas isoformas (MORALES-DE
LA PENA et al., 2010).

Para a etapa subsequente, selecionou-se a faixa de temperatura de 62-83 °C e tempo de
2-4 min, para otimizar as condicdes operacionais da termossonicacdo, visando a minimizacao
da atividade residual da LOX. E importante ressaltar que a selecdo da temperatura visou
abranger desde a baixa reducdo até a alta reducdo da LOX, a fim de avaliar o potencial

sinergistico do ultrassom na inativacdo desta enzima.

3.1 Otimizacéao das condigdes operacionais da termossonicagao

Nesta etapa de otimizacdo, o critério empregado para a escolha das condigdes
ultrassbnicas otimas foi a maior inativacdo da LOX no EHS, ou seja, os tratamentos
selecionados foram aqueles que proporcionaram a minimizacao da atividade residual da LOX.
Adicionalmente, as condicBes experimentais avaliadas no DCCR 22 para a inativagdo da LOX
em EHS foram reproduzidas a fim de aplicar um tratamento térmico convencional (somente
efeito do calor) ao EHS. Com isso, foi possivel avaliar o efeito sinergético do ultrassom e calor
na inativacdo da LOX em relacdo a um tratamento térmico tradicional.

Os resultados experimentais de AR obtidos no DCCR 22 para as amplitudes ultrassonicas
de 70%, 90% e tratamento térmico convencional sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Atividade residual da LOX (%) em EHS obtida para os tratamentos submetidos ao
tratamento térmico convencional ou & termossonicacdo nas amplitudes de 70 e 90%




Temperatura (°C) /Tempo Tratamento
(min) Térmico 70% 90%
65/2 72,5+8,7 742+56 63,6 £9,1
65/4 54,8 +5,6 64,5+ 14,8 60,0+ 17,3
80/2 7,0+3,0 24+0,8 39+0,0
80/4 35+12 3,1+0,7 29+0,9
62/3 55,0+ 4,3 76,7+5,8 70,0 £ 10,0
83/3 3,1+0,8 38+12 2,1+0,7
72,512 44,1 +14,8 43,1+6,8 24,2+0,0
72,5/3 11,8+25 11,8+3,9 6,36 + 0,6
72,5/3 338+25 17,3157 16,1+ 0,6
72,5/3 35,3+7,6 19,2+4,1 16,7+5,8
72,513 235+25 21270 20,070
72,513 28,6+0,0 15,4+ 3,3 152 +5,2
72,5/4 35,7+6,2 235+8,3 152 +5,2

Os resultados de atividade residual da lipoxigenase obtidos no DCCR 22 para as
amplitudes ultrassénicas de 70% e 90%, bem como no tratamento térmico tradicional, foram
submetidos a Andlise de Regressao (Tabela 1 do Apéndice A). Os modelos matematicos
apresentados na Tabela 4 descrevem a relacdo entre as variaveis independentes (tempo e

temperatura) somente considerando os termos significativos (p<0,05).

Tabela 4 - Modelos de predicdo da atividade residual da LOX em funcdo da temperatura (X1,
°C) e tempo (X2, min) do tratamento térmico avaliado.
Atributo Modelo gréafico de contorno

$ = 1111,2807 — 25,0259 x; — 6,6117x, + 0,1433x, 2

Tratamento térmico
convencional

Amplitude 70% %
Amplitude 90% y

1319,8373 — 31,2767 x, — 6,6597x, + 0,1884x, >
1365,3930 — 33,3117 x; — 3,7483x, + 0,2051x,2

De acordo com a Tabela 4, tanto para a termossonicacdo em ambas as amplitudes
testadas quanto para o tratamento térmico convencional, 0s parametros tempo e temperatura
influenciaram significativamente a atividade residual da lipoxigenase, sendo que a temperatura

(X1) apresentou efeito quadratico e linear, enquanto o tempo (X2) apresentou somente efeito
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linear. A partir dos modelos obtidos para predicdo da atividade residual da LOX, foram
construidos gréficos de contorno (Figuras 2 e Figura 3) para todos os tratamentos térmicos

avaliados.
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Figura 2 — Gréfico de contorno da atividade residual (%) da LOX, em funcdo do tempo
(min) e da temperatura (°C) de termossonicacdo nas amplitudes de a) 70% e b) 90%.
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Figura 3 — Gréfico de contorno da atividade residual (%) da LOX, em fungdo do
tempo (min) e da temperatura (°C) aplicados no tratamento térmico convencional.

Pela analise das curvas da termossonicacdo e do tratamento térmico convencional

(Figuras 2 e 3), pode-se verificar que o calor parece ser o fator mais importante na reducdo da
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atividade enzimética. Em temperaturas mais altas, foi observado efeito sinergistico entre o calor
e a sonicacdo para a inativacdo da enzima, pois na temperatura em torno de 77 °C, por exemplo,
a reducdo alcancada pelo tratamento convencional foi de 80%, enquanto na termossonicacéo,
na amplitude de 90%, a inativacao foi de 90%.

A partir da analise das figuras 2 e 3, foi possivel observar que ndo houve um incremento
na reducdo da atividade enzimatica na amplitude de sonicacdo em 70% em relacdo ao
tratamento térmico convencional. Ja na amplitude ultrassdnica de 90% foi observado um ligeiro
efeito sinérgico. Isso demonstra que embora para a amplitude de 70% néo tenha sido observado
uma diminuicdo da atividade enzimatica quando comparado ao tratamento térmico
convencional, em amplitudes mais altas, como a de 90%, foi possivel concluir que a
combinacdo de ultrassom e calor apresentaram um efeito sinérgico na inativacdo da enzima
LOX em EHS.

Jiang et al. (2014) relatam que o tratamento com ultrassom exple as regides
hidrofébicas dos residuos de aminoacidos para o ambiente aquoso, de forma que as interagdes
ndo covalentes, como as interacOes eletrostaticas e hidrofdbicas, podem conduzir a agregacéao
de proteinas. Durante a termossonicacao, pode ter ocorrido a disponibilizacdo do conteudo de
solidos totais, levando a formagdo de agregados de globulina de soja (glicinina e f-conglicinina)
(POLISELI-SCOPEL et al., 2014) e dificultando a inativacdo da LOX, o que explicaria a
auséncia de efeito sinergistico do ultrassom e calor na inativacdo da enzima neste tipo de matriz.

A dificuldade encontrada para a inativacdo da LOX em temperaturas inferiores a 72,5
°C pode estar relacionada a existéncia de, pelo menos, 3 a 4 isoenzimas que se diferem em sua
estabilidade térmica. Desta forma, enquanto a fracdo termolabil pode ser inativada rapidamente,
aquela resistente ao calor apresenta maior dificuldade em ser inativada completamente, fazendo
com que a atividade residual da enzima no EHS seja alta mesmo ap0s aplicacdo do tratamento
térmico (MORALES-DE LA PENA et al., 2010).

As altas temperaturas podem causar alteracbes na estrutura da enzima, como
rompimento de ligagdes de hidrogénio e desnaturacdo. Ja o ultrassom forma bolhas de cavitagéo
capazes de alterar a estrutura das proteinas pela quebra das ligacBes da cadeia peptidica,
gerando radicais livres (RAVIYAN; ZHANG; FENG, 2005). A inativacdo enzimatica causada
pela termossonicacéo é atribuida ao efeito entre calor e dano mecénico que leva a desnaturagéo
das proteinas por despolimerizacdo e alteracdo na conformacdo de sua estrutura terciaria
(RAVIYAN, ZHANG, & FENG (2005); TIWARI, MUTHUKUMARAPPAN, O’'DONNELL,
& CULLEN (2009); VERCET, SANCHEZ, BURGOS, MONTANES, LOPEZ BUESA
(2002); ABID et al. (2014).
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O mecanismo especifico de inativacdo da enzima durante a sonicagdo pode ser devido
a um anico ou combinacdo de vérios efeitos quimicos e fisicos ocorrendo simultaneamente. Os
mecanismos de inativacdo ultrassdnica sdo especificos para a enzima sob investigacdo e
dependem de sua composicdo de aminoacidos e da estrutura conformacional da enzima. Por
exemplo, a lipoxigenase parece ser inativada por um mecanismo mediado por radicais livres e
por desnaturacgdo de proteinas (SALA et al., 1995). Estes radicais, gerados durante a sonicagao,
desempenham um papel importante na inativacdo enzimatica uma vez que perturbam a
interacdo hidrofobica e as ligagcdes de hidrogénio intramoleculares, que desempenham papéis
importantes na estabilidade das proteinas (TIAN et al., 2004).

Aminoécidos presentes no grao de soja, como triptofano, tirosina, histidina e cisteina,
sdo particularmente suscetiveis a degradacao por radicais livres hidroxila e superdxido. Assim
como também a prolina, leucina, isoleucina, lisina, cisteina e acido glutdmico formam
facilmente perdxidos ao reagir com radicais OH™ (TEREFE et al., 2009). Os radicais livres
formados reagem com residuos de aminoéacidos da enzima, de forma que estes se tornam
incapazes de participar da estabilizacdo da molécula, ligar-se ao substrato e exercer sua funcédo
catalitica (CULLEN, 2012). Ao mesmo tempo, a presenca do radical OH" reduz a propriedade
antioxidante dos alimentos e pode causar sabor estranho em alguns alimentos
(ASHOKKUMAR et al., 2008; ISLAM; ZHANG; ADHIKARI, 2014). Os radicais hidroxila
livres, OH", sdo espécies altamente reativas, possuem um potencial redox muito alto e uma
caracteristica de oxidacdo muito forte que os permite reagir rapidamente com a maioria dos
aminoéacidos (ISLAM; ZHANG; ADHIKARI, 2014).

Jabbar et al. (2015) verificou que o uso da termossonicacao no suco de cenoura levou a
reducdo de mais de 90% da atividade da LOX a 60 °C por 10 minutos, enquanto para alcancar
a mesma inativacgdo foi necessario tratamento térmico a 80 °C por 1 minuto. Wu. et al. (2008)
também relataram que foram necessarios 11 minutos de tratamento do ultrassom combinado
com o calor para reduzir em 90% a atividade da polimetilesterase (PME) no suco de tomate,
enquanto para o tratamento térmico fazendo uso apenas do calor, foram necessarios 23 minutos
para alcancar a mesma inativagdo, com ambos os tratamentos a 65 °C. Enquanto isso, para o
suco de laranja azeda, foi necessario um tratamento térmico convencional a 75 °C por 22 min
para inativar quase totalmente a enzima PME, enquanto para inativar mais de 90% desta mesma
enzima empregando a termossonicagdo (80 W), foi utilizado um tratamento de 63 °C por 10
min (KOSHANI et al., 2015).

Segundo Kadkhodaee; Povey (2008); Raso et al. (1999) e Sala et al.(1995), os fatores

criticos que regem a inativacdo enzimatica vao além do tipo de enzima e da temperatura e
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incluem a amplitude das ondas ultrassonicas, o tempo de exposi¢éo e a composic¢ao do alimento
a ser processado. Portanto, é possivel que, neste estudo, a dificuldade em identificar a clara
sinergia do ultrassom com o calor esteja intimamente ligada a composicdo quimica do EHS,
uma vez que metade dos sélidos presentes nesta bebida consiste em proteina de soja (FAHMI
etal., 2014).

Segundo Islam (2014), a atividade da enzima depende fortemente da intensidade
ultrassénica, 0 que pode ser observado nas temperaturas abaixo de 70 °C, ja que as amostras
termossonicadas na amplitude maior (90%) apresentaram maior inativacdo enzimatica se
comparada aos resultados obtidos nas mesmas condic¢des experimentais na menor amplitude
(70%). Por exemplo, na condicdo de 65 °C por 2 min, a atividade residual da enzima na
amplitude de 70% foi de 72,2%, enquanto na amplitude mais elevada, o resultado de AR foi de
63,6%. O aumento do efeito do ultrassom pelo aumento da amplitude tem sido relacionado ao
aumento do tamanho efetivo da zona de liquido em cavitacdo e a gama de tamanhos de bolhas
que sofrem cavitagdo em amplitudes maiores (RASO et al., 1999). Por exemplo, na condicédo
80 °C por 4 min, a inativacdo enzimatica na amplitude menor foi 3,1% enquanto na amplitude
de 90% foi 2,9%.

O tipo de probe, a frequéncia, a densidade de energia acustica, o volume da solugdo
utilizado em cada tratamento e a concentracdo de gas dissolvido também podem afetar
significativamente a inativacdo enziméatica (KADKHODAEE; POVEY, 2008; RASO et al.,
1999). Conforme discutido por Rivas (2012), quanto menor o diametro da probe, menos efetiva
é a amplitude de ondas produzidas e, consequentemente, menor € a energia acustica distribuida
na bebida. Portanto, o efeito sinérgico da termossonicacdo pode nao ter sido claramente
identificado porque a energia fornecida ao meio liquido n&o foi suficiente para alterar a estrutura
da enzima.

A energia acustica especifica encontrada para as amostras termossonicadas nas
diferentes amplitudes (70 e 90%) e tempos (2, 3 e 4 min) encontrou-se na faixa de 561-613
mW/mL, sendo que a maior poténcia foi obtida na amplitude de 70% e tempo de 2 minutos
(Tabela 4).
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Tabela 4 - Energia acustica especifica (SAE) das amostras termossonicadas

Tratamento Amplitude (%) Tempo (min) SAE (mW/mL)
1 70 2 612,8
2 70 3 583,8
3 70 4 582,7
4 90 2 610,0
5 90 3 596,7
6 90 4 561,0

A menor atividade residual da LOX em EHS (2,4%, Tabela 3) se deu na condi¢do que
apresentou maior poténcia acustica (70%, 2 min a 80°C). Este resultado pode ser atribuido a
energia fornecida ao meio liquido, que foi capaz de romper as ligac6es de hidrogénio e mudar
a conformacdo mais ativa da estrutura terciaria da enzima, ou seja, €Xpor Seus grupos
hidrofobicos ao meio levando a sua inativacdo e agregacao (ISLAM; ZHANG; ADHIKARI,
2014; LUDIKHUYZE et al., 1998).

3.2 Efeito da termossonicacdo nas caracteristicas fisico-quimicas e contetdo
fendlico do EHS

A fim de comparar a diferenca entre os parametros fisico-quimicos (L*, a*, b*, pH,
solidos sollveis totais e de contetdo fendlico total) de amostras de EHS fresca (controle) e
submetidas a um tratamento térmico, o teste de Dunnet foi aplicado e os resultados podem ser
visualizados na Tabela 2 do Apéndice A.

As caracteristicas fisico-quimicas e do contetdo fendlico total das amostras submetidas
a termossonicacdo nas amplitudes ultrassénicas de 70% e 90% e a um tratamento térmico
convencional, ambos na temperatura de 83 °C por 3 min foram determinadas, a fim de comparar
a rigorosidade do tratamento térmico e da termossonicacao. Esta condicéo foi escolhida porque
foi o resultado experimental que resultou na maior inativacdo da enzima em todos o0s
tratamentos. O EHS correspondeu as amostras que ndo foram submetidas a um tratamento
térmico. Os resultados médios obtidos para as caracteristicas fisico-quimicas e do conteido
fenodlico total das diferentes amostras também foram comparados entre si pelo teste de t de
Student e os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 5.

Conforme pode ser observado na Tabela 5, dentre os parametros avaliados, somente 0s

parametros de cor L* e b* ndo apresentaram diferenca significativa (p>0,05) entre pelo menos
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um tipo de amostra submetida a um tratamento térmico em compara¢do ao EHS fresco
(controle). Para o pardmetro a”, por exemplo, verificou-se uma diferenca significativa (p<0,05)
entre as amostras termossonicadas na amplitude de 70% em comparacdo a amostra controle
(sem tratamento térmico). Para o pH, foi observada uma diferenca significativa (p<0,05) entre
0s resultados da amostra controle e aquelas submetidas ao tratamento térmico convencional,
enquanto para o teor de sélidos soltveis (°Brix) e para o contetdo fenolico total, os resultados
médios de todas as amostras submetidas a um tipo de tratamento térmico diferiram

significativamente (p<0,05) dos resultados médios obtidos para o tratamento controle.

Tabela 5 - Caracteristicas fisico-quimicas do EHS fresco (controle), submetidos a um tratamento térmico
convencional e termossonicacdo, ambos na temperatura de 83 °C por 3 min.

TPC

Tratamento L* a* b* AE* pH °Brix (mg/100 mL)

EHS fresco 57,99 +2,29° 1,58 +0,52* 10,67 + 2,19 - 6,49 +£0,72° 6,50 +0,36° 49,61 +0,17:
TT 58,40 + 0,87 1,26 +0,60 11,26 +0,43% 4,15+ 0,86% 599 +0,15° 7,01 +0,10° 13,48 +0,06"
70% 56,79 + 1,47 0,76 £0,30° 10,00 +£0,62% 4,18 +0,71* 6,75+ 0,50° 7,30 +0,24* 35,25 # 0,25'
90% 57,80 £2,27° 1,13+0,66® 10,58+ 0,37% 3,83+0,59% 6,10 +0,11° 7,03+ 0,20 28,35+ 0,12

* Médias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo
teste t de Student. TT: tratamento térmico. TPC: Conteudo fenolico total.

Dentre os parametros de cor, somente para 0 parametro a*, relacionado ao eixo
vermelho-verde, foi observado diferenca significativa (p<0,05) entre as amostras, sendo que 0s
tratamentos com ultrassom apresentaram resultados médios menores em comparagdo ao
tratamento térmico tradicional. Neste caso, as amostras termossonicadas apresentaram
coloracdo mais préxima da cor verde (valor negativo) do que da cor vermelha (valor positivo),
fato que pode ser explicado pelo fendmeno da cavitacéo, o qual pode induzir mudancas na cor
devido a aceleracédo das reacdes quimicas, aumento da taxa de difusdo, dispersdo, formacdo de
agregados e quebra de particulas (ALCANTARA-ZAVALA et al., 2021). O fato dos resultados
médios obtidos para os demais parametros de cor terem sido estaticamente iguais (p>0,05),
sugere que as amostras mantiveram a mesma luminosidade e cor amarelada (CAMERON,;
MCMASTER; BRITZ, 2010). Tendo como referéncia os pardmetros de cor da amostra
controle, pode-se concluir que a diferenca de cor entre as amostras (AE) néo foi significativa
(p<0,05). Este resultado estd de acordo com o observado por Lu et al. (2019), no qual o

ultrassom néo alterou significativamente o valor de AE* do leite de coco.
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As amostras diferiram significativamente (p<0,05) em relagcdo ao pH, principalmente
para as amostras termossonicadas na amplitude de 70% em que observou-se um leve aumento
neste parametro. Salve, Pegu, & Arya (2019) relataram em seu estudo com leite de amendoim,
que, apds tratamento por termossonica¢do, um aumento do pH esteve associado a maior
estabilidade fisica da bebida.

O teor de solidos soluveis da amostra controle apresentou diferencga significativa
(p<0,05) se comparado aos demais tratamentos, ou seja, a alta temperatura parece ser suficiente
para romper as paredes celulares, hidrolisar os polissacarideos ou fragmenta-los em tamanho
menor (MAGHSOUDLOU et al., 2016). O maior valor encontrado para o teor de sélidos nas
amostras termossonicadas na amplitude de 70% pode ser explicado por Jiang et al. (2014), que
relataram que a energia do ultrassom gera ondas de choque e o subsequente colapso leva a
absorcdo de agua ou cozimento total das células distorcidas da soja, resultando no inchaco
destas. Em seu estudo com leite de amendoim, Salve et al. (2019) observa que o aumento do
°Brix esté relacionado ao aumento da solubilidade das proteinas.

Conforme Tabela 5, pode-se observar que as amostras termossonicadas apresentaram
uma menor reducdo no valor do contetdo fendlico total, se comparadas ao tratamento térmico
convencional. Por exemplo, para as amostras termossonicadas na amplitude de 70% ¢é nitido
uma menor reducdo do TPC. A partir dos dados obtidos, € possivel observar que embora altas
temperaturas reduzam o contedo fendlico total do extrato hidrossolivel de soja tanto no
tratamento térmico convencional quanto na termossonicacéo, ainda assim o ultrassom apresenta
maior potencial em preservar estes compostos bioativos. Jabbar et al. (2015) observaram um
comportamento semelhante ao do presente artigo, pois quando a temperatura de processamento
do ultrassom aumentou, a perda de compostos fenélicos em suco de cenoura também aumentou,
mas essa perda foi menor em comparacdo com a perda no tratamento térmico tradicional.

Os compostos fendlicos sdo incorporados ao vacuolo na forma soltvel ou ligados a
parede celular (ATALAR et al., 2019). O principio basico por tras do incremento no contetdo
fenolico envolve o processo de cavitagcdo nos componentes dos alimentos e a pressdo exercida
durante esse processo, que resulta rompimento das paredes celulares, que poderia tornar mais
facil a liberagdo do TPC ligado & matriz da soja (BHAT et al., 2011; BHAT; GOH, 2017). Tem
sido relatado que o aumento do TPC pela termossonicacao ocorre porque os fendis fixados aos
carboidratos (pectina, lignina, celulose e hemicelulose) da parede celular dos vegetais sdo
liberados no meio (CUI et al., 2014). Ashokkumar et al. (2008) apontaram que a concentracao

de conteudo fenodlico individual, como os flavonoides, também pode aumentar devido ao
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aumento da hidroxilacdo das moléculas devido a formacéo de radicais OH" durante o tratamento
com ultrassom.

Atalar et al. (2019) observaram que o tratamento térmico a 85 °C por 2 min levou a uma
reducdo significativa do TPC no leite de aveld de 162 pug GAE/g para 150,74ug GAE/g,
enquanto que o maior valor de TPC encontrado no trabalho desses autores foi para o leite de
aveld termossonicado a 75 °C na amplitude de 60% por 25 minutos, chegando a 178,82 g
GAE/g. Abid et al. (2014) também observaram que quando a temperatura de processamento
aumentou de 40 °C para 60 °C, a degradacdo dos compostos fendlicos também aumentou,
indicando que a temperatura teve um efeito significativo nos niveis de TPC do suco de magé.
Estes dados também foram relatados por Rawson et al. (2011) que observaram que o contetdo
fenolico total do suco de melancia termossonicado diminuiu com o aumento da temperatura de
processamento de 25 °C para 45 °C.

Abid et al. (2013) relataram que o ultrassom pode causar aumento da biodisponibilidade
dos compostos bioativos do meio, aumentando sua capacidade antioxidante. Khandpur; Gogate
(2015) determinaram que a sonicacdo melhorou o TPC e a atividade antioxidante, enquanto o
tratamento térmico afetou negativamente. Assim como Cruz-Cansino et al. (2016) que
compararam a termossonicacdo com a pasteurizagdo do suco de péra e afirmaram que a
pasteurizacdo reduziu a atividade antioxidante, enquanto a aplicacdo de termossonicacao levou
a um aumento. A liberacdo de fendlicos durante a termossonicacdo parece ocorrer mais em
sucos polposos do que em sucos clarificados (ABID et al., 2013; ZAFRA-ROJAS et al., 2013).
Portanto, € importante investigar o potencial da termossonicacdo como técnica capaz de

disponibilizar os compostos bioativos do extrato hidrossoltvel de soja.

CONCLUSAO

Neste trabalho foi avaliado o efeito da termossonicacao na inativacdo da LOX de EHS
e o efeito sinergistico do ultrassom e calor foi comparado com o tratamento térmico
convencional na reducdo da atividade residual da enzima. Embora na amplitude mais alta (90%)
tenha sido observado um incremento na reducdo da atividade da enzima lipoxigenase no extrato
hidrossoluvel de soja, quando comparado ao tradicional tratamento térmico, o efeito sinérgico
do ultrassom com a temperatura nédo foi tdo significativo. A condicdo de maior inativacdo da
LOX (AR=2,34%) se deu na amplitude de 70% (80 °C/2min).

Com relagdo a cor, as amostras termossonicadas ndo apresentaram diferenca

significativa em relacdo a amostra tratada termicamente, ja o pH apresentou aumento
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significativo na amplitude de 70% quando comparado aos demais tratamento. O teor de sélidos
soluveis ndo diferiu significativamente entre os tratamentos (térmico e termossonicacao), ja
com relacéo ao conteudo fendlico total foi possivel verificar maior disponibilidade deste nas
amostras termossonicadas, principalmente na amplitude de 70%. Mais estudos, explorando
outras condi¢des, especialmente em maior conteldo de energia acustica, sdo fortemente
recomendados. Foi verificado neste estudo um interessante potencial da termossonicagao para

manutencdo do valor nutricional do EHS, particularmente o teor de fendlicos totais.
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APENDICE A

Tabela 1 - Anélise de regressao

Fonte SQ GL QM F p valor
de calculado
variagao
TT 70% 90% TT 70% 90% TT 70% 90% TT 70% 90%
X1 8037,66  6991,14  5668,00 1 8037,66 6991,14  5668,00 124,65 142,34 284,56  <0,00 <0,00 <0,00
X2 262,28 354,82 84,30 1 262,28 354,82 84,30 4,07 7,22 4,23 0,09 0,04 0,09
X1*Xz2 0,02 27,35 1,78 1 0,02 27,35 1,78 0,00 0,56 0,09 0,99 0,48 0,78
X1*X1 445,59 770,06 913,14 1 44559 770,06 913,14 6,91 15,68 45,84 0,04 0,01 0,00
X2xX2 12,61 145,12 38,15 1 12,61 145,12 38,15 0,20 2,95 1,92 0,67 0,14 0,22
Faltade 8,29 15,63 84,88 1 829 15,63 84,88 0,13 0,32 4,26 0,73 0,59 0,09
ajuste
Erro 386,89 294,70 119,51 6 386,89 49,11 19,92

Total 915335  8598,82  6909,77 12

Xa1: temperatura (°C). Xz: tempo (min). TT: Tratamento térmico. SQ: Soma de quadrados. GL: Grau de liberdade. QM: Quadrado médio.



APENDICE A
Tabela 2 — Diferenca entre as médias das amostras submetidas a um tipo de tratamento térmico em comparacdo ao EHS fresco
(controle)
Tratamento L a b E pH Brix TPC
Controle - TT 0,4111 -0,3222 0,5889 - -0,4972* 0,5222* -36,133*
Controle - 70% -1,2000 -0,8222* -0,6667 - 0,2555 0,8111* -14,363*
Controle - 90% -0,1899 -0,4444 0,0889 - -0,3928 0,5444* -21,256*

“Diferencas significativas ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste Dunnett. TPC: Conteldo de fendlico total. TT: Tratamento térmico

convencional. Controle: EHS fresco, sem ser submetido a um tratamento térmico.
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