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SEIBEL, Neusa Fatima. Caracterizacao, fracionamento e hidrélise enzimética
dos componentes do residuo do processamento da soja [Glycine Max (L.)
Merrill], fibras dos cotilédones. 2006. 110f. Tese (Doutorado em Ciéncia de
Alimentos) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2006.

RESUMO

Ingredientes derivados de soja, fibras de cotilédones, farinha desengordurada e
concentrado protéico foram avaliados quanto as caracteristicas quimicas e
propriedades funcionais. O macromineral de maior concentragao foi o potassio e o
micromineral foi o ferro em todos os ingredientes. O maior percentual de acido fitico
estava nas amostras protéicas, assim como as isoflavonas, no entanto, as fibras
apresentaram mais genisteina e daidzeina e o total de isoflavonas correspondeu a
45% do valor encontrado na farinha. As fibras alimentares tiveram as melhores
propriedades de hidratacdo e as propriedades relacionadas com o 6leo foram
similares a da farinha de soja, mesmo tendo menores percentuais de proteinas. A
parede celular das fibras dos cotilédones de soja foi fracionada e o componente
majoritario foi a hemicelulose, correspondendo a 55%, em média. Com a
constituicdo dos monossacarideos das fragdes houve a distingdo de dois grupos: (1)
celulose e (2) pectina e hemiceluloses. A classificacdo das proteinas foi baseada na
solubilidade em diferentes solventes, a farinha desengordurada de soja apresentou a
maior fracao extraida com solugado salina e o concentrado protéico, assim como as
fibras de cotilédones, com solucdo alcalina. A eletroforese apresentou as proteinas
majoritarias da soja, (-conglicinina e glicinina nas fibras de cotilédones e nos
ingredientes protéicos. A proteina extraida das fibras também revelou bandas com
peso molecular proximo aos 30KDa, sendo provavelmente glicoproteinas de parede
celular, ricas em hidroxiprolina. Apés a determinagao das melhores condicbes, as
fibras de soja foram hidrolisadas com carboidrase e com protease. As fragdes
solidas das fibras hidrolisadas com carboidrase tiveram maior quantidade de
proteinas e aumento nas propriedades hidrofilicas, enquanto que a fragado soluvel
teve 73% dos carboidratos e 50% dos acidos urdnicos da quantidade inicial das
amostras. A protease foi capaz de solubilizar 54% do total das proteinas, produzindo
uma fragao solida contendo 76% de fibras alimentares totais. A fragado soluvel teve
peptideos de baixo peso molecular, menor que 10KDa e uma banda de peso
molecular préximo aos 25KDa. As micrografias da MEV confirmaram a redugéo das
particulas na amostra micronizada em relagdo a original. A estrutura fisica da fibra
original hidrolisada com protease ficou mais porosa superficialmente do que a fibra
micronizada. As amostras hidrolisadas com carboidrase apresentaram uma estrutura
mais compactada.

Palavras-Chave: Fibras alimentares. Parede celular. Compostos quimicos e
funcionais. Classificacdo e eletroforese de proteinas. Carboidrase. Protease.
Microscopia.



SEIBEL, Neusa Fatima. Characterization, isolation and enzymatic hydrolysis of
cotyledon fiber from soybean [Glycine Max (L.) Merrill]. 2006. 110f. Tese
(Doutorado em Ciéncia de Alimentos) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina. 2006.

ABSTRACT

Soybean derived ingredients: cotyledon fibers, defatted flour and protein concentrate
were evaluated for chemical characteristics and functional properties. Potassium was
the macro and iron the micro mineral in highest concentration in all the ingredients.
The highest concentration of phytic acid was in the protein concentrate, as well as
the highest concentration of isoflavones, however, the fibers had more genistin and
daidzein and the total isoflavones in the fibers corresponded to 45% of the amount in
the defatted flour. Dietary fibers had the best hydration properties and in properties
related to oil emulsification had similar indexes to soybean flour, despite the lower
protein concentration. The cell wall soybean cotyledon fiber was fractioned and the
major component was hemicellulose, corresponding to 55% on the average. Based
on monosaccharide composition of the cell wall fractions there were two groups: (1)
cellulose and (2) pectin and hemicelluloses. Protein classification due to solubility in
different solvents showed that defatted flour had a major protein fraction extracted
with salt solution while the protein concentrate and dietary fibers had higher protein
solubility with alkaline solution. The electrophoresis presented the major soybean
proteins, B-conglicinin and glicinin in cotyledon fibers and in protein ingredients. The
protein extracted from fibers also reveled bands with molecular weigh next 30KDa,
probably cell wall hydroxyproline-rich glycoproteins. After identifying the best
conditions, the soybean fibers were hydrolyzed with carbohydrase and protease. The
solid fraction of carbohydrase hydrolyzed fiber had higher protein concentration and
increased hydrophilic properties, while the soluble fraction had 73% carbohydrates
and 50% uronic acids of the initial quantity in samples. The protease hydrolyzed 54%
of the total protein in the fiber samples, producing a solid fraction with 76% total
dietary fiber. The soluble fraction had peptides of low molecular weigh, lower than
10KDa, and one band of molecular weigh close to 25KDa. The SEM micrographies
confirmed the reduced particle in the milled sample in relation to the original sample.
The physical structure of the original fiber hydrolyzed with protease had more
superficial porosity than the reduced particle fiber. The hydrolyzed samples with
carbohydrase presented a more compact structure.

Keywords: Dietary fiber. Cell wall. Chemical and functional components. Protein
classification and electrophoresis. Carbohydrase. Protease. Microscopy.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Estrutura da parede celular vegetal...............cccccciiiiie 20

Figura 2 — Constituintes aromaticos da lignina..............ccccccciiiiiiiiiiiiie 24

Polissacarideos e Proteinas de Fibras de Cotilédones de Soja [Glycine Max (L.)
Merrill]

Figura 1 — Projecao das variaveis nos Componentes Principais 1e 2..................... 64
Figura 2 — Andlise de Componentes Principais obtidos a partir dos dados
cromatograficos para analise de monossacarideos ................cccceeeeennee. 65
Figura 3 — Dendograma da Analise de Agrupamento obtidos a partir dos dados
cromatograficos para analise de monossacarideos ..............cccceeeveeennees 65
Figura 4 — Quantidades dos monossacarideos em cada fragdo da fibra de
cotilédones de soja original (%6) .....coeeeeeeeeeeeeeeeee e 66
Figura 5 — Quantidades dos monossacarideos em cada fragao da fibra de
cotilédones de soja MIcronNizada (%0) .......ceeeeeeiiiiiciiiiiiieeee e 67

Figura 6 — Eletroforese dos ingredientes alimentares derivados de soja ................. 70

Hidrdlise Enzimatica de Fibras de Cotilédones de Soja [Glycine Max (L.) Merrill]
e Caracterizacdo das Fragdes Soluveis e Sélidas

Figura 1 — Tempo de hidrélise enzimatica para obter a solubilizagdo maxima dos
carboidratos das fibras de cotilédones de soja..........cccccceeeeeeeeeiiiiiiinnne. 85
Figura 2 — Tempo de hidrélise enzimatica para obter a solubilizagdo maxima das
proteinas das fibras de cotilédones de Soja...............euvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinns 87
Figura 3 — Eletroforese de fibras de soja, original € micronizada, e amostras
hidrolisadas com protease e carboidrase .............cccceeveeeeiiiiieeeeiicee e, 92
Figura 4 — Microscopia eletronica de varredura das fibras de soja, original (A),
micronizada (B) (160x), original hidrolisada com protease (C),
micronizada hidrolisada com protease (D), original hidrolisada com

carboidrase (E) e micronizada hidrolisada com carboidrase (F) (800x)..94



LISTA DE TABELAS

Caracterizacdo Quimica e Funcional Comparativa de Ingredientes de Soja
[Glycine Max (L.) Merrill]] Baseados em Carboidratos e Proteinas

Tabela 1 — Composicao centesimal de fibras de cotilédones, concentrado protéico e
farinha desengordurada de S0ja (%) «.eveeeeeieiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 39
Tabela 2 — Minerais presentes em fibras de cotilédones, concentrado protéico e
farinha desengordurada de SOja..........cceeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee 40
Tabela 3 — Teor de fésforo inorgéanico, fésforo fitico e acido fitico presentes em fibras
de cotilédones, concentrado protéico e farinha de soja.......................... 41
Tabela 4 — Isoflavonas presentes em fibras de cotilédones, concentrado protéico e
farinha desengordurada de soja (Mg/100g).......cccuveirieieiieiiiiiiiiiiiiiieeeeen. 45
Tabela 5 — Efeito do pH na solubilidade protéica de fibras de cotilédones,
concentrado protéico e farinha desengordurada de soja (% de proteinas
soluveis em relag&o as proteinas totais)..........oevveeeiiiiiiiii e, 46
Tabela 6 — Propriedades funcionais relacionadas com agua e 6leo de fibras de

cotilédones, concentrado protéico e farinha desengordurada de soja....48

Polissacarideos e Proteinas de Fibras de Cotiléedones de Soja [Glycine Max (L.)
Merrill]

Tabela 1 — Rendimento do fracionamento da parede celular da fibra de

Tabela 2 — Proteinas de ingredientes de soja extraidas com diferentes solventes (%

de proteinas soluveis em relagdo as proteinas totais).............ccceeeeeeens 68



Hidrélise Enzimatica de Fibras de Cotilédones de Soja [Glycine Max (L.) Merrill]
e Caracterizacdo das Fragdes Soluveis e Sélidas

Tabela 1 — Planejamento da hidrolise de carboidratos e proteinas de fibras de
cotilédones de soja (experimento fatorial 2* com dois pontos centrais,
variaveis codificadas e nao codificadas)............ccccccceeeiiiiiiiiiiiiiiceee 79
Tabela 2 — Carboidratos e proteinas soluveis das fibras de cotilédones, apos
hidrélise enzimatica (experimento fatorial 2°> mais dois pontos
(01T a1 (= 1<) TP 84
Tabela 3 — Médias dos carboidratos e proteinas soluveis antes do tratamento e apos
a hidrolise quimica (solubilidade em relac&o ao total de cada
COMPOSTO) e 86
Tabela 4 — Proteinas e propriedades funcionais da fragao sélida, carboidratos totais
e acidos urbnicos da fragcao soluvel das fibras dos cotilédones de soja
apo6s a hidrolise com a carboidrase, comparadas com as amostras nao
1o o] 115 T= o F= 1 O PREPPPRR 88
Tabela 5 — Efeito do pH na solubilidade protéica das fragdes sélidas das fibras dos
cotilédones de soja apds a hidrolise enzimatica com a carboidrase,
comparadas com as fibras ndo hidrolisadas (% de proteinas soluveis em
relagéo as proteinas totais) ........oevvveiiiii i 90
Tabela 6 — Caracterizagao das fibras de cotilédones de soja nao hidrolisadas e das

fragcOes sodlidas das fibras hidrolisadas com a protease (%) .................. 91



SUMARIO
L INTRODUGAO ... seenns 12
2 JUSTIFICATIV A ettt ettt e e e e e e e e st e e e e e e e e e s s annsrneeeeeens 13
S OBUIETIVOS ...t 14
3.1 OBUETIVO GERAL ..ottt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaeens 14
3.2 OBUJETIVOS ESPECIFICOS ...vetiiiieeeeeiiiitieeeeeeeeeseaesasteeeeeeaaaesssnsnssseeeeeaaeesssasnnssnneeeaens 14
4 REVISAO BIBLIOGRAFICA ..., 15
4.1 INGREDIENTES ALIMENTARES DERIVADOS DE SOUA ...cccoiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeens 15
4.1.1 Ingredientes Prot@iCOS ......ccuvuuiiiiiiii e 15
4.1.2 FiDra A€ SO ....ceeeeiiiiiiiiiiiiiee ettt e 17
4.2 PAREDE CELULAR ....cctuuuitteeeeeeeeetttiaaaeeeaeeeeeaasnasaeeaeeeeeesssnnnsaaeeaeeeesssnnnnaaeaaeeeennsnns 18
4.2.1 Composicado da Parede Celular...............oeeiiiiiiieiiiiieeeeeece e, 18
4.2.2 Estrutura da Parede Celular..............oooviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 19
4.2.2.1 SUDSIANCIAS PECLICAS ......ooieiiiiiee e 21
4.2.2.2 CEIUIOSE ... e 22
4.2.2.3 HEMICEIUIOSE ... eeeens 22
S o 1o = PP 23
4.2.2.5 Prot@iNas ......cooeiiiiiii et e e e e e aeeae 24
4.3 PROPRIEDADES FISIOLOGICAS E FUNCIONAIS DAS FIBRAS ......uuiiiiiiiieieeiiiccee e 25
4.4 COMPOSTOS DE SOJA COM ATIVIDADES FISIOLOGICAS .....uuvviiiiieeeeaeeiiiiiiiieieeaeeeeeanes 27
O Vo 1o o N (7o YR TRTR 27
R S (=T § =Y o] F= 1 RPN 29

4.5 HIDROLISE ENZIMATICA . .. eeeeee e et eeaaes 30



5 DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO ... 32

5.1 CARACTERIZAGAO QUIMICA E FUNCIONAL COMPARATIVA DE INGREDIENTES DE SOJA

[GLYCINE MAX (L.) MERRILL] BASEADOS EM CARBOIDRATOS E PROTEINAS

RESUIMO ..ot e ettt e e e e e e e e e s 24
1] (o LU o= o PP 25
Material € METOUOS ........coeiiieeeeie e e e e e e e e e s 27
Resultados € DISCUSSA0 ........uuuuuiiiiii et e e e e e e e e e e eennnnn s 31
CONCIUSDES. ... 44
Referéncias BibliografiCas ...........ccoieeeiiiiiiiiiiic e 45

5.2 POLISSACARIDEOS DAS FIBRAS DE COTILEDONES E PROTEINAS DAS FIBRAS, FARINHA

DESENGORDURADA E CONCENTRADO PROTEICO DE SOJA [GLYCINE MAX (L.)

IMIERRILL] «. oottt oo e ettt et e e e ettt e e e e e e e e e e e e s b e e e eeeeeeeesaaaaeeeeeeeeennnnes 55
TS0 0 o S 49
] (oo [¥ [o7= o 1SR 50
Material € MELTOAOS ... ... 52
Resultados € DISCUSSA0 ........uuuuuiiiiiei et e e e e e e e s 56
(@7 0] T3 [0 F= o = 68
Referéncias BibliografiCas ......... ... e 69

5.3 HIDROLISE ENZIMATICA DE FIBRAS DE COTILEDONES DE SOJA [GLYCINE MAX (L.)

MERRILL] E CARACTERIZAGCAO DAS FRACOES SOLUVEIS E SOLIDAS..........c..c....... 76
RESUMIO ...t e e e e et e e e et e e e e e b e e e e era s 71
[ a1 foTe [ 0= T TS PSPPSRI 72
Material € METOUOS........coeiiieiiiiiie et e e 73
Resultados € DISCUSSA0 ......c.uuuuuiiii et e e e e e e s 79
(@7 0] g T3 010 =T S 91
Referéncias BibliografiCas ............ciiiii i 92
6 CONCLUSOES GERAIS .....oouiiiiiiiie ettt 99

REFERENCIAS ..ottt e e et e e e e e e e e e e e e, 101



12

1 INTRODUCAO

A soja é considerada um alimento funcional devido aos beneficios
que traz a saude humana. Antigamente o interesse na producado de soja estava
relacionado somente com a producao de Oleo e de proteinas, atualmente é dada
atencdo a todos os outros componentes e fitoquimicos que ela fornece. Uma fragao
que ainda nao estd bem estudada é a fibra dos cotilédones de soja, o residuo
insoluvel do processamento de obtencédo da proteina isolada de soja, € constituida
principalmente de carboidratos de parede celular, e ndo contém casca. Estas fibras
tém varias propriedades funcionais, entre elas o alto poder de absorgdo de agua e
por isto apresentam uma série de aplicagdes na industria de alimentos, além de
proporcionar o sabor mais brando entre todas as fontes de fibras (Duxbury, 1991).

A estrutura das paredes celulares nao é uniforme: composicao, forma
e tamanho dependem da funcéo da célula dentro do tecido da planta. Sdo estruturas
complexas, constituidas de multicomponentes formando uma rede de
polissacarideos unidos por ligagdes intermoleculares. Apesar da estrutura quimica
dos componentes individuais da parede celular ja ter sido bem caracterizada, a
proporcao relativa de cada um deles é pouco conhecida, e desta forma, um
entendimento completo da estrutura da parede celular vegetal estd ainda para ser
estabelecido. Numa descrigdo simples, pode-se dizer que a parede celular contém
quatro componentes principais: celulose, polissacarideos nao celuldésicos (PNC),
proteinas e polifendis (Da-Silva et al, 1997).

As fibras proporcionam efeitos fisiolégicos a quem ingere a
quantidade diaria recomendada de fibras totais (25-30g), sendo que 75% desta
quantidade devem estar na forma insoluvel. As propriedades fisiolégicas das fibras
sao relacionadas com a principal caracteristica fisico-quimica, a propriedade de
hidratacdo, possivelmente pela presenca de componentes de fibras alimentares
insoluveis, como celulose, hemicelulose e lignina, que sado materiais hidrofilicos
(Auffret et al, 1994; Lopez et al, 1996). A composi¢do quimica e as caracteristicas
fisicas das fibras influenciam nesta propriedade, pois compostos de parede celular
primaria absorvem mais agua do que compostos de parede celular secundaria.
Estas e outras caracteristicas podem ser modificadas por varios tratamentos, sendo
a hidrélise enzimatica a preferida, porque pode ser controlada, havendo uma
alteragao total, parcial ou especifica, dependendo do interesse (Guillon e Champ,
2000; Lahl e Braun, 1994; Sgarbieri, 1996).
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2 JUSTIFICATIVA

Na industria de alimentos, sao conhecidos como “residuos”, partes da
matéria-prima nao utilizadas no processamento do produto principal. A utilizagao das
matérias-primas residuais faz surgir novas fontes de riquezas e torna-se praticavel a
existéncia, no mercado, de subprodutos mais variados e de menor preco. Além de
muitas vezes, solucionar problemas ambientais e perdas de nutrientes. A fibra de
soja se caracteriza como residuo, ja que 0 objetivo inicial € a producdo da
proteina isolada de soja a partir da farinha desengordurada. Embora seja um
subproduto, apresenta muitas vantagens e potenciais aplicagbes, pois tem
propriedades funcionais e o sabor mais brando entre todas as fontes de fibras
(Duxbury, 1991).

Para a aplicagdo industrial de novos ingredientes alimentares é
necessario o conhecimento da composicdo e das propriedades funcionais, pois
estas sao altamente correlacionadas com as caracteristicas fisico-quimicas e efeitos
fisiologicos. Estas e as outras caracteristicas das fibras dos cotilédones de soja nédo
estdo disponiveis na literatura. Desta forma, pretendeu-se investigar os
componentes deste produto, contribuindo para o entendimento das propriedades e
possiveis aplicagdes industriais. Para isso ingredientes protéicos, farinha

desengordurada e concentrado protéico de soja, foram usados para comparagao.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo do trabalho foi caracterizar as propriedades quimicas e
funcionais das fibras de cotilédones de soja, obtidas durante a extragdo aquosa de
proteinas isoladas, e fracionar os principais compostos presentes com métodos

quimicos e enzimaticos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar a composigao da fibra de soja.

- Quantificar compostos com atividade fisioldgica, tais como fibras
alimentares, acido fitico e isoflavonas.

- Determinar as caracteristicas tecnoldgicas da fibra de soja.

- Quantificar os componentes estruturais da parede celular presentes
na fibra.

- Classificar as proteinas da fibra quanto a solubilidade e pesos
moleculares.

- Relacionar as caracteristicas de ingredientes de fibras alimentares
com ingredientes protéicos.

- Hidrolisar os principais compostos das fibras de soja e caracterizar

as fragoes.
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 INGREDIENTES ALIMENTARES DERIVADOS DE SOJA

Inicialmente o interesse na produgdo de soja estava relacionado
somente com a producdo de d6leo e de proteinas. A cada tonelada de 6leo bruto de
soja, sao produzidas 4,5 toneladas de farinha de soja, contendo aproximadamente
44% de proteina. Atualmente s&o conhecidos os inumeros beneficios que outros
componentes da soja trazem para a saude humana, por isso a soja esta intitulada
como um alimento funcional. O aumento no consumo de soja € atribuido a varios
fatores: beneficios para a saude do consumidor; novos habitos alimentares; aumento
da tecnologia dos produtos de soja e aumento na produgao mundial de soja. Outro
fator influente € a comprovagéo da crescente énfase nos beneficios da ingestéo de
baixa quantidade de gordura saturada e alta quantidade de fibras, assim, a soja é

uma alternativa apropriada (Kumar et al, 2002; Riaz, 2001).

4.1.1 Ingredientes Protéicos

A farinha de soja desengordurada é o primeiro produto solido a ser
gerado apds a prensagem dos graos, para a extracdo do 6leo. Este produto contém
aproximadamente 50% de proteinas e 30-35% de carboidratos, € formada dos
“pellets” finos, ja que estes sao classificados em grossos (10-20 mesh), médios (20-
40 mesh) e finos (40-80mesh), sendo que 97% das particulas da farinha passam
através de 100mesh. O concentrado protéico € obtido a partir da farinha
desengordurada por lavagem alcodlica (etanol 60-80%), agua acidificada (pH 4,5) ou
agua fervente. Nesse processo de lavagem, componentes sédo arrastados, deixando
as proteinas e os polissacarideos. O concentrado protéico de soja ndo pode ter
menos que 65% de proteinas. O isolado protéico é preparado a partir da farinha
desengordurada por solubilizagdo das proteinas e carboidratos usando uma solugéo

aquosa (pH 7-10). A fragao insoluvel é removida por centrifugacédo, seguida por
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precipitacdo das proteinas da soja, utilizando o ponto isoelétrico (pH 4,5). Este
produto tem aproximadamente 90% de proteinas (Fernandez-Quintela et al, 1993;
Liu, 1997; Pearson, 1982).

As principais proteinas da soja sdo B-conglicinina (7S) e glicinina
(11S). A B-conglicinina é constituida de subunidades a, a’ e B, com pesos
moleculares de 84, 72 e 51KDa, respectivamente, e a glicinina tem subunidades
acidas (36-40KDa) e basicas (18-20KDa) (Garcia et al, 1997; Riblett et al, 2001). A
glicinina € a maior fragdo das proteinas totais do grédo, 25-35%, sendo composta por
no minimo seis subunidades nao idénticas, totalizando um peso molecular de
350KDa. Cada subunidade tem um polipeptideo acido associado a um basico por
ligacdes dissulfeto e ligagdes de hidrogénio (Garcia et al, 1997; Liu 1997; Sathe et
al, 1987). Além destas subunidades a soja pode apresentar uma banda de menor
intensidade, ao redor de 15KDa. Riblett et al (2001) comentaram que esta banda é
uma outra subunidade da glicinina, uma vez que quando as fragdes 7S e 11S foram
avaliadas separadamente, ela foi revelada somente na eletroforese da glicinina.
Devido a diferengas na composi¢cado e estrutura, as globulinas 7S e 11S exibem
diferengcas nas caracteristicas nutricionais e funcionais: todas as subunidades da [3-
conglicinina sao glicoproteinas, contendo 4-5% de carboidratos e somente uma
pequena porg¢ao de glicinina é glicosilada; a 11S tem 3 a 4 vezes mais metionina e
cisteina do que a 7S, e tem melhor formacao de gel, enquanto que a 7S tem melhor
capacidade emulsificante (Liu, 1997).

As proteinas de soja, sob a forma de farinhas desengorduradas,
concentrados e isolados protéicos, sdo largamente utilizadas em carnes
processadas, alimentos lacteos, maioneses, molhos, produtos de panificagdo, entre
outros, devido a sua principal caracteristica funcional: a solubilidade. Esta
propriedade influencia na maioria das outras propriedades, tais como: geleificagao,
capacidade espumante e emulsificante. Portanto, o conhecimento da habilidade das
proteinas em combinar agua a sua estrutura é muito importante na maioria das
aplicagdes alimentares (Chou e Morr, 1979; Souza et al, 2000).

As propriedades funcionais tém recebido atengao, principalmente em
novos ingredientes alimentares, pois afetam as caracteristicas nutritivas e sensoriais
dos produtos, além de ter um importante papel fisico na preparacéo, processamento
ou estocagem dos alimentos. As propriedades funcionais dos componentes

alimentares estdo relacionadas com: capacidade de hidratagdo e caracteristicas
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relacionadas com tamanho, forma e propriedades de superficie das moléculas
(Auffret et al, 1994; Sgarbieri, 1998; Thibault et al, 1992). Existe uma correlagao
entre as propriedades fisico-quimicas e as propriedades funcionais das proteinas,
especialmente as da soja, as quais podem ser alteradas, favoravelmente ou néo, por
temperatura, secagem, métodos de preparagdo ou outros tratamentos durante o
processamento e estocagem dos produtos (Lee et al, 2003). As proteinas da soja
sdo tenso-ativas, agrupam-se nas interfaces Oleo-agua reduzindo a tenséo
superficial, promovendo e estabilizando as emulsdes. Na absor¢cédo de gordura, estas
proteinas permitem a retencdo, reduzindo as perdas em diversas etapas do
processamento e ajudam a manter as dimensdes originais dos alimentos evitando o
encolhimento. A agua é mantida no produto final porque as regides polares ao longo
das moléculas facilitam a absor¢do. A melhora da textura em alguns produtos é
talvez a propriedade mais importante da utilizagao das proteinas de soja, isto ocorre

devido a capacidade de geleificagdo (Souza et al, 2000).

4.1.2 Fibra de Soja

A fibra dos cotilédones da soja € um produto obtido de duas formas:
pela extracdo aquosa da farinha desengordurada de soja em solugdo neutra e
alcalina (pH 7-10), é a fracao insoluvel separada por centrifugacédo, durante o
processo de obtencao do isolado protéico, ou por desnaturagdo protéica antes da
extracdo aquosa. A primeira forma de extracao € considerada como sendo a que
proporciona produtos mais agradaveis ao consumidor (Lusas e Riaz, 1995). O
produto final contém proteinas, mas seu maior constituinte € o material nao
celulésico, constituido de polissacarideos acidos e arabinogalactanos. Também
possui 10% de celulose, oriundos das paredes celulares dos tecidos dos
cotilédones, podendo totalizar até 80% de fibra alimentar, mas este valor é variado,
pois depende do método utilizado para a determinacgao (Riaz, 2001; Slavin, 1991).

A fibra de soja possui cor bege clara, aroma e sabor suaves e pode
ser apresentada em varias granulometrias, entretanto, a incorporagado nos alimentos
pode acarretar problemas com as propriedades fisicas e sensoriais do produto, os

quais os tornam inaceitaveis pelos consumidores. Este ingrediente pode ser
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adicionado com sucesso em muitos alimentos, tais como snacks extrusados, barras
energéticas, cereais, paes integrais (podendo ser usado na proporgéo de 5-20% do
peso seco da farinha), dietas liquidas, sopas, assados em geral, alimentos enlatados
e formulas nutricionais hospitalares (Riaz, 2001; Slavin, 1991).

E previsto um crescimento no desenvolvimento de novos produtos
utilizando fibras de soja, ja que estas tém diferentes fungdes no produto final, além
de reduzir o valor caldrico, proporcionam beneficios a saude humana (Tockman,
2002). Estas fibras tém varias propriedades funcionais, entre elas o alto poder de
absorcao de agua e, por isto, apresentam uma série de aplicagdes na industria de
alimentos, além de proporcionar o sabor mais brando entre todas as fontes de fibras
(Duxbury, 1991). Mas a maior vantagem da fibra de soja em relacdo as demais
fontes € a ndo influéncia sobre a absor¢cdo de minerais como o zinco (Erdman e
Weingartner, 1981). Quando comparada a adi¢ao de fibra de soja na dieta com a
adicao, em igual quantidade, de fibra de trigo, ndo houve a diminuicdo da absorgao

de zinco e cobre proporcionada pela fibra de trigo (Riaz, 2001).

4.2 PAREDE CELULAR

A parede celular do tecido vegetal forma uma zona de fronteira entre
cada célula e apresenta diversas fungdes tais como: conferir rigidez, tamanho e
forma as células; controlar a expansdo celular; dar protecdo contra ataque de
insetos e agentes patogénicos; controlar o transporte intercelular e armazenar

reservas alimentares (Brett e Waldron, 1996).

4.2.1 Composicéao da Parede Celular

A parede da célula vegetal é formada por trés camadas: lamela
meédia, parede celular primaria e parede celular secundaria. A lamela média é
composta de substancias pécticas, sendo chamada de substancia intercelular, pois

mantém juntas as paredes primarias das células adjacentes (Cutter, 1996). A parede
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celular primaria é a primeira parede a ser formada pela célula e é depositada sobre
cada lado da lamela média pelas células adjacentes, recobrindo a membrana
plasmatica, sendo encontrada em plantas dicotiledéneas e os principais constituintes
sdo pectinas e xiloglucanos. As substancias pécticas da lamela média tém,
relativamente, uma menor proporgdo de oligossacarideos na cadeia principal e
ramificacbes nao tao extensas como a pectina da parede celular primaria (Thakur et
al, 1997; Waldron et al, 2003). A parede celular secundaria € considerada
suplementar e caracterizada pela fragdo mais lignificada, sendo encontrada em
maior quantidade nos cereais (Heredia et al, 1995).

A parede celular é constituida por duas fases: uma fase cristalina e
outra amorfa. A fase cristalina apresenta uma conformagdo quimica relativamente
homogénea, composta por microfibrilas, nas quais as moléculas de celulose sédo os
maiores componentes, alinhadas paralelamente ao eixo da cadeia. A matriz amorfa
da parede celular apresenta uma composi¢cdo quimica bastante complexa, sendo
constituida por uma variedade de polissacarideos, proteinas e compostos fendlicos.
Possui composicao variavel segundo as diversas partes da parede, o tipo de célula,
o estagio do ciclo celular e a espécie em questao. A variagdo desta composi¢ao néao
se refere somente quanto a propor¢ao dos polimeros presentes, mas também

quanto a estrutura de cada polimero (Heredia et al, 1995).

4.2.2 Estrutura da Parede Celular

As paredes celulares ndo sao uniformes: sua composigao, forma e
tamanho dependem da funcdo da célula dentro do tecido da planta. Elas sao
estruturas complexas, constituidas de multicomponentes, formando uma rede de
polissacarideos unidos por ligagdes intermoleculares (Figura 1). Apesar da estrutura
quimica dos componentes individuais da parede ja ter sido bem caracterizada, a
proporcao relativa de cada um deles é pouco conhecida, e desta forma, um
entendimento completo da estrutura da parede celular vegetal esta ainda para ser
estabelecido. Numa descricao simples, pode-se dizer que a parede celular contém
quatro componentes principais: celulose, polissacarideos nao celuldésicos (PNC),

proteinas e polifendis (Da-Silva et al, 1997).
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Figura 1 — Estrutura da parede celular vegetal.

Os PNC podem ser classificados pelos seus residuos: neutros,
quando possuem na sua maioria residuos de agucares neutros; e acidos, quando
seus residuos forem basicamente acidos urdnicos (Asp 1996). Mais comumente os
PNC sao divididos em polissacarideos hemiceluldsicos e pectinicos. Certas
generalizagdes podem ser feitas sobre os tipos de polimeros encontrados em
cereais (monocotileddneas) e vegetais comestiveis (dicotiledbneas). Pectinas e
xiloglucanos sao os principais PNC da maioria dos vegetais, mas sdo encontrados
em menores quantidades nos cereais, onde as -glucanas sdo mais importantes. As
hemiceluloses estdo ligadas as microfibrilas de celulose formando estruturas
resistentes que protegem a membrana plasmatica e o protoplasma da célula. As
ligninas estdo situadas na camada secundaria proporcionando maior resisténcia aos
ataques de agentes quimicos e de microrganismos (Da-Silva et al, 1997).

Os polissacarideos da parede celular de cotilédones de soja,
geralmente sédo avaliados quanto aos teores de monossacarideos e acidos urénicos,

0s quais indicam a presenca das fragdes; ou os polissacarideos sao determinados
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como fibras alimentares totais, soluveis e insoluveis, para apés serem hidrolisados e
entdo avaliar os monossacarideos. Independentemente da metodologia utilizada,
galactose, glicose, arabinose e acidos urbnicos sao 0s principais componentes,
enquanto que xilose, ramnose e fucose sdo encontradas em menores quantidades
(Brillouet e Carré, 1983; Huisman et al, 1998; Mullin e Xu, 2000; Ouhida et al, 2002;
Stombaugh et al, 2000).

4.2.2.1 Substancias Pécticas

As pectinas contribuem com a firmeza e estrutura dos tecidos das
plantas, sdo os principais componentes da lamela média e um dos principais
polimeros da parede celular vegetal. Os polissacarideos pécticos sao ricos em acido
galacturénico, ramnose, arabinose e galactose. Os residuos de acidos
galacturbnicos sao carregados negativamente, devido a estas cargas estes
polimeros sao altamente hidrataveis e acidos, podendo ligar-se ionicamente a
cations bivalentes. As substancias pécticas podem ser divididas em trés
polissacarideos:

Ramnogalacturonano | (RG _1): este polissacarideo € o maior

componente da lamela média e parede celular primaria de dicotiledéneas. Possui
ligacbes a-1,4 de acido galacturdnico e ligagdes a-1,2 de ramnose. Apresenta
inuimeras cadeias laterais que podem estar alternadas com moléculas de
homogalacturonanos, formando extensas cadeias. Muitos dos residuos de acido
galacturdbnico sdao metil ou etil esterificados. Apresenta, ainda, diversas cadeias
laterais ligadas a posi¢cao 4 da ramnose. Estas cadeias laterais sdo compostas,
principalmente, por arabinose e galactose, e estdo unidas a ramnose através de
ligacdes 1,5 e 1,4, respectivamente.

Homogalacturonanos: sao formados por ligagdes a-1,4 de cadeias de

acido galacturénico, que podem estar parcialmente metil esterificados. Outros
agucares podem estar presentes em baixas concentragcdes. Estdo unidos através de
ligacdes covalentes ao RG | ou a outros polissacarideos. Interagem com fons Ca*?
formando uma estrutura em “caixa de ovos”. Sao encontrados na parede primaria de

dicotiledbneas e em muitas frutas. Homogalacturonanos com baixo grau de metil
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esterificacdo sdo chamados acidos pécticos e os altamente metil esterificados séo
chamados acidos pectinicos, ou simplesmente pectinas.

Ramnogalacturonano Il (RG II): encontrado em menor quantidade na

parede primaria de dicotiledéneas, ligado ao RG | e a homogalacturonanos. E
constituido por acido galacturénico, ramnose, arabinose e galactose (Brett e
Waldron, 1996; McDougall et al, 1996; Thakur et al, 1997).

4.2.2.2 Celulose

A celulose é o principal componente de sustentacdo das estruturas
vegetais; € um homopolissacarideo neutro formado por cadeias retilineas de anidro
D-glucose unidas em B-1,4. A auséncia de substituintes nas longas cadeias de
glicose permite a associagao intermolecular por grande numero de ligacdes de
hidrogénio, tendo alto grau de polimerizagdo, 2000 a 6000 na parede celular primaria
e mais de 10000 na parede secundaria, produzindo areas de cristalinidade, as quais
contribuem para sua insolubilidade e pouca reatividade. A celulose é insoluvel em
agua e parcialmente hidrolisada por enzimas (celulase), em meio acido é
parcialmente hidrolisada nas regides amorfas formando microcristais. A celulose
nativa difere em cristalinidade quanto a localizagdo na parede celular: a camada
secundaria contém celulose altamente cristalina enquanto a camada primaria
contém principalmente celulose amorfa (Da-Silva et al, 1997; Theander et al, 1993;
Waldron et al, 2003).

4.2.2.3 Hemicelulose

A hemicelulose corresponde a um grupo heterogéneo de
polissacarideos ramificados que se ligam firmemente a superficie das microfibrilas
de celuloses e entre si, cobrindo as microfibrilas e mantendo ligagcdes cruzadas, via
ligagbes de hidrogénio, em uma rede complexa, sendo facilmente solubilizados em

alcali diluido ap6s a eliminagdo da lignina. Os polimeros das hemiceluloses séo
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formados por varios residuos de agucares como D-xilose, D-manose, D-arabinose e
D-galactose, dentre outros. Estes acgucares estdo ligados entre si por ligagdes
glicosidicas p-1,4 formando uma estrutura principal composta por um tipo especifico
de residuos, a partir da qual surgem ramificacbes laterais de cadeias curtas de
outros acucares. Sao classificados de acordo com o agucar predominante na cadeia
principal e na ramificagao lateral: xilanos (principal componente), galactomananos,
arabinoxilanos, galactosanas, ramnogalactosanas, etc. As hemiceluloses estao
presentes em todas as camadas da parede celular, mas concentram-se
principalmente nas camadas primaria e secundaria de monocotiledbneos e
dicotiledéneos, onde estao intimamente associadas a celulose e lignina (Da-Silva et
al, 1997; Heredia et al, 1995; Waldron et al, 2003).

4.2.2.4 Lignina

Sado compostos polifendlicos altamente insoluveis formados pela
polimerizagao de trés alcoois: alcool trans-p-cumaril, alcool-coniferil e alcool trans-
sinapil (Figura 2). Eles mantém uma extensa rede de ligagbes cruzadas dentro da
parede celular, conferindo-lhes elevada resisténcia, pela eliminagdo de agua entre
os polimeros (Da-Silva et al, 1997). Os precursores destes compostos sdo alcoois
cindmicos que formam as unidades de fenilpropano. Estes sdo transformados em
ligninas por ligagbes complexas de polimerizagdo, formando éter e ligagdes C-C,
durante estas ligagdes. Diferencas nas proporgdes relativas destas unidades
fendlicas s&o caracteristicas para diferenciar ligninas de diferentes fontes (Theander
et al, 1993). A quantidade de polimerizagdo €& dependente da atividade dos
precursores e dos espagos vazios na parede celular, pois estas moléculas tendem a
ocupa-los, deixando na estrutura final a incapacidade de ocorrer extensao plastica. A
lignina também é uma efetiva barreira contra a penetragao de patégenos, tal que as
células totalmente lignificadas morrem sem serem infectadas (Brett e Waldron,
1996).
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Fonte: Theander et al (1993).
Figura 2 — Constituintes aromaticos da lignina.

4.2.2.5. Proteinas

A parede celular vegetal contém proteinas estruturais que
desempenham papel importante na arquitetura da parede por meio de ligagcbes
cruzadas com outros componentes. Dentre elas, a proteina melhor descrita € a
extensina, que constitui aproximadamente 5% da camada primaria dos vegetais
dicotiledéneos. E uma glicoproteina constituida de cerca de 40% de hidroxiprolina e
outros aminoacidos, lisina, serina e tirosina. Este ultimo esta envolvido em ligagdes
cruzadas com compostos fendlicos contribuindo para a insolubilidade da proteina na
parede (Da-Silva et al, 1997; Waldron et al, 2003).

As proteinas podem reagir reversivel ou irreversivelmente com os
compostos polifendis reduzidos ou oxidados. Na forma reduzida os polifendis
reagem com as proteinas de maneira reversivel através de ligagdes de hidrogénio
e/ou interagcdes hidrofébicas. Quando oxidados seus produtos de oxidacdo, as
quinonas, formam ligagbes covalentes com alguns grupos funcionais das proteinas,
sendo que os grupos sulfidrilos (cisteina) e os epsilon-amino (lisina) sdo os mais
reativos (Sgarbieri, 1996).

Showalter (1993) cita mais quatro classes de proteinas em paredes

celulares:
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- Proteinas ricas em glicina: sao caracterizadas por estrutura primaria
repetitiva, contendo mais de 70% de glicina arranjadas em curtas sequéncias de
aminoacidos;

- Proteinas ricas em prolina: caracterizam-se pela ocorréncia de
unidades repetidas de prolina-prolina. Estas proteinas estdo envolvidas no
desenvolvimento vegetal e na formagao de nddulos fixadores de nitrogénio;

- Lectinas: este grupo apresenta a habilidade de se ligar
especificamente a certos acucares. O principal monossacarideo presente nestas
proteinas é arabinose (92%), o qual esta ligado a hidroxiprolina (16%) (Heredia et al,
1995). As lectinas parecem estar relacionadas com a interacao célula-célula e com o
sistema de defesa vegetal.

- Proteinas de arabinogalactanos: sao glicoproteinas ricas em
hidroxiprolina que estdo glicosiladas por cadeias de arabinogalactanos. Estas
proteinas compreendem apenas 2 a 10% do total de proteinas presentes na parede.
Devido a sua abundéncia na lamela média tem sido proposto que agiriam como

colas e lubrificantes e também em processos de reconhecimento célula-célula.

4.3 PROPRIEDADES FISIOLOGICAS E FUNCIONAIS DAS FIBRAS

Fibras alimentares sdo macromoléculas resistentes a digestao pelas
enzimas do trato gastrointestinal humano e s&o essencialmente compostas de
componentes de parede celular, tais como polissacarideos e lignina. As fibras
proporcionam efeitos fisiolégicos a quem ingere a quantidade diaria recomendada de
fibras totais (25-30g), sendo que 75% desta quantidade devem estar na forma
insoluvel. Os beneficios descritos s&o: aumento da saciedade, regulagédo do transito
intestinal, aumento do volume fecal (principalmente as insoluveis), redugado do
colesterol, aumento na excrecao de sais biliares e prevencédo de algumas doencas,
incluindo o cancer de colon (principalmente as soluveis) (Tharanathan e
Mahadevamma, 2003).

Parte das respostas fisiologicas benéficas € devido a maior
mastigacao exigida pelas fibras e, portanto, o bolo alimentar tem maior quantidade

de saliva. No estdbmago podem diminuir a velocidade da vazdo e causar o
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retardamento da digestao e, por conseguinte, da absor¢édo no intestino delgado por
mecanismos variados: a) formacao de uma matriz que prende os glicidios entre suas
malhas (quando se tratam de fibra viscosa) ou nas paredes celulares; b) fenbmenos
de disperséo por absorgao e insorgao de agua, sais biliares e intercambio ibnico com
a soma de cations e maior eliminacdo de colesterol; este ultimo é subtraido ao
diminuir o ciclo éntero-hepatico da bilis e transportado ao intestino grosso onde as
bactérias o transformam em coprostanol sendo eliminado pelas fezes; c) inibicao de
enzimas digestivas como as amilases, enteroglucagon, modificagdo do GIP
(polipeptideo inibidor gastrico), em especial pela fibra viscosa (Salinas, 2002; Malkki,
2001; Schneeman, 1986).

Em pacientes que ingeriram dietas preparadas com fibra de soja,
houve o aumento do volume fecal e o decréscimo do tempo de transito intestinal,
efeitos comuns das fibras com componentes insoluveis. No entanto, a fibra de
cotilédones de soja também apresenta agdes fisioldgicas oriundas de fibras soluveis.
Em alguns estudos foi verificada a diminuigdo do colesterol em animais e humanos e
da glicose (8,5%) quando os pacientes ingeriram 25g destas fibras. A fibra de soja
parece ser extremamente fermentavel em humanos, um estudo comprovou que 93%
das fibras foram digeriveis quando os pacientes ingeriram 30g diarias e 86% quando
ingeriram 60g, sendo uma diferenga n&o significativa. Mas esta alta digestibilidade
da fibra de soja pode ajudar a explicar alguns dos efeitos fisioldgicos (Slavin, 1991;
Riaz, 2001).

Um efeito nutricional negativo, associado a ingestdo de fibras, que
tem sido relatado em alguns estudos in vitro € a absorg¢do, pela fibra, de alguns
minerais importantes, como o zinco e o calcio. Mas quando os mesmos estudos
foram realizados em ratos e em humanos foi verificado que as fibras ndo exerceram
efeito na absorg¢ao de minerais (Gordon, 1989; Roehrig, 1988; Schneeman, 1986).

As propriedades fisiologicas das fibras s&o relacionadas com a
principal caracteristica fisico-quimica, a propriedade de hidratagdo, possivelmente
pela presenga de componentes de fibras alimentares insoluveis, como celulose,
hemicelulose e lignina, que sdo materiais hidrofilicos (Auffret et al, 1994; Lépez et al,
1996). A composigdo quimica e as caracteristicas fisicas das fibras influenciam
nesta propriedade, pois compostos de parede celular primaria absorvem mais agua
do que compostos de parede celular secundaria. Além disso, processos

tecnolégicos, como moagem, secagem, aquecimento e extrusdo modificam as
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propriedades fisicas da matriz, afetando as propriedades de hidratacdo (Guillon e
Champ, 2000).

O conhecimento das propriedades de hidratagdo, tais como:
capacidade de absor¢cdo de agua, volume de intumescimento e solubilidade, das
fibras alimentares é importante para a aplicagdo em alimentos. A presenca de
cargas, acidos urbnicos dissociados, sulfatos e fitatos tendem a favorecer a
solubilizagdo, mas suas cargas elétricas dependem do pH e da temperatura
(Tharanathan e Mahadevamma, 2003). Segundo Erdman e Weingartner (1981) as
fibras de cotilédones de soja tém maior poder de absor¢géo de agua do que as fibras

extraidas de cereais.

4.4 COMPOSTOS DE SOJA COM ATIVIDADES FISIOLOGICAS

4.4.1 Acido Fitico

O acido fitico ou inositol hexafosfato (CeH1s024Ps) Nna soja e seus
derivados varia de 1 a 2%. Este composto constitui a principal forma de
armazenamento de fésforo nos vegetais, correspondendo de 60 a 90% do fésforo
total (Cheryan, 1980). No entanto, este fésforo ndo € nutricionalmente disponivel
(Torre et al, 1991), a0 menos que ocorra uma hidrolise pelas fitases ou fosfatases
alcalinas, capazes de digerir os fitatos, as quais ndo s&o encontradas no trato
gastrointestinal humano (Plaami, 1997). Os niveis de fitato nos graos podem ser
influenciados pela genética, condigdes ambientais, localizacdo, condicbes de
irrigacéo, tipo do solo, ano e aplicagbes de fertilizantes. A proporg¢éo de fosforo fitico
aumenta com o aumento da suplementacao de P,Os para a planta, pois quando a
planta recebe maior quantidade de fésforo do que necessita, este € estocado sob a
forma de acido fitico (Oatway et al, 2001).

Normalmente o acido fitico é encontrado sob a forma de complexos
com minerais essenciais e proteinas. Em pH acido, a proteina possui cargas
positivas e o acido fitico cargas negativas, ocorrendo a forte interagao eletrostatica

proteina-acido fitico. A quantidade da interagcao parece ser dependente do numero
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de cargas positivas dos grupos aminos que estardo disponiveis para reagir com 0s
ésteres fosfatos anidnicos do acido fitico (Cheryan, 1980). As interagdes acido fitico-
minerais e acido fitico-minerais-proteina, podem ter a molécula de acido fitico
associada a mais de um mineral, sendo estes complexos mais estaveis do que
quando o fitato encontra-se ligado a um unico mineral.

O ferro € o mineral menos influenciado por altas concentragdes de
acido fitico, porque o complexo ferro-fitato ndo se forma no pH alcalino da porgao
superior do duodeno, onde a maior parte do ferro é absorvida (Coelho, 1995), e
também porque 40% do total de ferro em carne, aves e peixes estdo na forma heme,
a qual é muito melhor absorvida, pelo organismo humano, do que a forma nado-heme
(Plaami, 1997). A biodisponibilidade do calcio pode ser afetada pela interagdo com o
acido fitico, pois este componente tem alta afinidade com todas as formas de Ca,
formando complexos insoluveis em baixo pH (Torre et al, 1991). O zinco € o mineral
essencial mais afetado pelo fitato, porque é capaz de formar os complexos mais
fortes e insoluveis: fitato-Zn-proteina e fitato-Zn, por isto foi criado um indicador de
biodisponibilidade do zinco. A taxa molar do fitato:Zn é calculada pela divisdo dos
milimoles de fitato (mg de fitato/peso molecular do fitato) pelos milimoles de Zn (mg
de Zn/peso molecular do Zn) e a taxa molar do complexo fitato x Ca : Zn é dada
pelos milimoles de fitato multiplicada pelos milimoles de Ca e dividida pelos
milimoles de Zn (Ellis et al, 1987). Taxas molares de fitato:Zn maiores que 15mmol
indicam absor¢cdo reduzida e menores que 10mmol mostram disponibilidade
adequada, mas quando o calcio estiver presente neste complexo (fitato x Ca : Zn) a
taxa molar recomendada aumenta para um maximo de 200mmol (Adeyeye et al,
2000; Ellis et al, 1987).

O poder quelante do acido fitico, especialmente com o Fe, tem acéao
antioxidante, inibindo a formagao do radical livre (*OH) e da peroxidacao lipidica.
Efeitos sinergisticos de misturas de tocoferol (vitamina E) e acido fitico tém sido
usados na protecdo contra a autoxidagao de lipidios. Esta propriedade também foi
verificada em carnes, onde a interacdo foi dependente da concentracédo e pH
(Oatway et al, 2001). O consumo de acido fitico também tem demonstrado alguns
beneficios para controlar doencgas: prevencdo ou redugcdao do tamanho e da
proliferagdo celular de alguns tipos de cancer, principalmente cancer de célon;
diminuicdo dos riscos de doengas coronarias; redugao da glicose sanguinea e de
calculos renais (Anderson et al, 1991; Frihbeck et al, 1995; Plaami, 1997).



29

4.4.2. Isoflavonas

Isoflavonas s&o compostos fendlicos pertencentes ao grupo dos
flavondides encontradas principalmente na soja e podem existir em 4 formas
quimicas: glicosideos (daidzina, genistina e (dlicitina), agliconas (daidzeina,
genisteina e gliciteina) e duas formas conjugadas malonil-glicosideo (6”O-malonil-
daidzina, 6’0O-malonil-genistina e 6”O-malonil-glicitina) e acetil-glicosideo (6”’O-acetil-
daidzina, 6”O-acetil-genistina e 6’0-acetil-glicitina) (Liu, 1997). As isoflavonas néao
sdo encontradas no tegumento da semente. O hipocétilo, mesmo sendo somente
2% do peso seco da semente, tem de 5,5 a 6 vezes mais isoflavonas do que os
cotilédones. A forma glicosidica glicitina e seus derivados ocorrem somente no
hipocotilo (Kudou et al, 1991; Tsukamoto et al, 1995).

Malonil-genistina foi a isoflavona encontrada em maior concentragao
nos graos (25-42%), seguido por genistina, malonil-daidzina e daidzina
respectivamente, num total que variava entre 83-93% de isoflavonas (Wang e
Murphy, 1994). Os conjugados malonil e acetil-glicosidicos sao termicamente
instaveis, sofrendo hidrélise pela agao de temperaturas elevadas (80°C) (Kudou et
al, 1991; Liu, 1997), dando origem as formas glicosidicas, através de uma reacao de
de-esterificacdo das ligagdes éster entre o grupo carboxila-malonato ou carboxila-
acetato, produzindo metil-malonato ou metil-acetato e a forma glicosidica (Barnes et
al, 1994).

Das diferentes isoflavonas, as agliconas, sobretudo a genisteina tem
despertado maior interesse dos pesquisadores. Estudos in vitro demonstraram que
ela previne a transformagao de células normais em pré-malignas, torna mais lenta a
proliferacdo celular e atenua a angiogénese (Anderson et al, 1999), sendo que a
biodisponibilidade das agliconas € maior que dos conjugados glicosideos (Kurzer e
Xu, 1997). Assim, considerando que a disponibilidade da enzima [(-glicosidase é
limitada no organismo, a ingestdo de alimentos com maiores concentragbes de
agliconas torna o processo de absorgao mais rapido.

Além do efeito anticarcinogénico, as isoflavonas tém sido associadas
beneficamente ao tratamento da osteoporose, uma doenga bastante grave em
mulheres pds-menopausa, pois baixos niveis de estrégenos estimulam a perda de
massa 6ssea (Neven, 1998; Chambd Filho et al, 2000). Segundo Messina (1999),
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além das isoflavonas, a proteina de soja também contribui para a diminuicao da
perda de massa Ossea, reduzindo a excrecdo de calcio atraves da urina,
provavelmente devido ao baixo teor de aminoacidos sulfurados que apresenta. A
quantidade de isoflavonas na dieta necessaria para produzir efeitos biolégicos no

organismo humano parece ser de 30 a 50 mg/dia (Setchell, 1998).

4.5 Hidroélise Enzimatica

As propriedades fisico-quimicas de macromoléculas, proteinas e
carboidratos, podem ser manipuladas por tratamentos quimicos, mecanicos,
enzimaticos ou térmicos. Os objetivos destas modificagdes intencionais sao:
aumentar a funcionalidade e a disponibilidade de nutrientes, produzir hidrolisados
com peptideos definidos, isolar peptideos fisiologicamente ativos e remover sabores
ou odores assim como compostos toxicos. A hidrélise enzimatica é preferida em
proteinas e carboidratos porque pode ser controlada, havendo uma alteragao total,
parcial ou especifica, dependendo do interesse (Lahl e Braun, 1994; Sgarbieri,
1996).

Em proteinas os tratamentos mecéanicos e térmicos causam
desnaturagao, resultando em menor solubilidade, perda da atividade biolégica e
aumento de interagcbes proteina-proteina ou proteina com outras substancias,
lipidios, carboidratos e minerais. Estas interacbes também sao ocasionadas por
tratamentos quimicos, que provocam modificagdes na polaridade, além de serem
caros, nao especificos e formar compostos toxicos. Enquanto que os tratamentos
enzimaticos tém protedlise limitada e seletiva; aumentam a solubilidade, a
capacidade emulsificante e espumante; melhoram a disponibilidade dos
aminoacidos e os processos podem ser acelerados com maior quantidade de
enzimas, reduzindo tempo e custos operacionais. Devido ao maior controle na
hidrolise, os produtos resultantes de modificagdes enzimaticas podem ser utilizados
em dietas especiais, para doentes, idosos e criangas (Fischer et al, 2001; Lahl e
Braun, 1994; Liu, 1997; Marsman et al, 1997; Tsumura et al, 2005).

A incorporacdo de fibras em alimentos pode causar modificacbes

indesejaveis, particularmente quanto ao sabor e textura, por isso estes
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polissacarideos tém sofrido tratamentos antes do uso para alterar a complexa
estrutura fisica existente em compostos de parede celular (Marsman et al, 1997;
Tharanathan e Mahadevamma, 2003). As fontes das fibras e as condi¢des
operacionais influenciam no impacto do tratamento. Tratamentos enzimaticos sao os
preferidos para a producdo de hidrolisados que serdo utilizados em alimentos,
resultando no aumento das quantidades de fibras soluveis; no aumento do volume
de intumescimento das fibras insoluveis, provavelmente pelo aumento da
porosidade, e na maior ou menor absor¢cao de agua dependendo do tamanho e da

distribuicdo dos poros (Guillon e Champ, 2000).
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5 DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO

5.1 CARACTERIZAGAO QUIMICA E FUNCIONAL COMPARATIVA DE INGREDIENTES DE SOJA

[GLYCINE MAX (L.) MERRILL] BASEADOS EM CARBOIDRATOS E PROTEINAS

RESUMO

O objetivo do trabalho foi quantificar componentes quimicos e determinar
propriedades funcionais de ingredientes a base de soja. Ingredientes de carboidratos
ou fibras alimentares derivadas de cotilédones e ingredientes protéicos como
concentrado e farinha desengordurada foram avaliados. Os ingredientes protéicos
tinham em média 72% de proteina e os ingredientes de fibras, em média 60% de
fibra alimentar. O macromineral de maior concentragdo foi o potassio e o
micromineral foi o ferro em todos os ingredientes. As varias formas de fésforo
diferiram nos dois tipos de ingredientes: fésforo inorganico que variaram de 0,1 a
0,6mg/g, fosforo fitico de 1,0 a 4,9mg/g e acido fitico de 3,6 a 17,3mg/g, os maiores
valores estavam associados com as fracdes protéicas. Taxas molares de acido fitico:
minerais foram avaliadas e o Zn, mineral mais afetado, apresentou uma taxa menor
da necessaria para ter a absorgédo prejudicada. Dos oito isémeros de isoflavonas
quantificados, daidzina e malonil daidzina estavam somente nos produtos protéicos,
e as formas gliciteina e acetil genistina somente nas amostras de fibra alimentar. As
propriedades funcionais avaliadas foram indice de absor¢cédo de agua (IAA), volume
de intumescimento (VI), indice de absor¢ao de 6leo (IAO), capacidade emulsificante
(CE) e atividade emulsificante (AE). Os ingredientes de fibras alimentares tiveram as
melhores propriedades de hidratagdo (IAA 8,4g/g; VI 18mL/g) e nas propriedades
relacionadas com o O6leo, mesmo tendo menores percentuais de proteinas,
apresentaram indices similares a da farinha de soja (IAO 2,4g/g; CE 187,8mL/g e AE
53%).

Palavras-Chave: Ingredientes alimentares de soja. Propriedades tecnoldgicas. Fibra

alimentar. Acido fitico. Isoflavonas. Minerais.
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INTRODUCAO

Comercialmente a soja é industrializada para obtengédo de 6leo e de
proteinas, a cada tonelada de 6leo bruto de soja, sdo produzidas 4,5 toneladas de
farinha de soja, contendo aproximadamente 44% de proteina (Kumar et al, 2002). A
farinha de soja desengordurada é o primeiro produto sélido a ser gerado apos a
prensagem dos graos, para a extragao do 6leo. O concentrado protéico é separado
da farinha desengordurada por desnaturagéo e precipitagdo com solug¢des de alcool
(etanol 60-80%) ou de acido diluido (pH 4,5). O isolado protéico é preparado a partir
da farinha desengordurada por solubilizagdo das proteinas e carboidratos usando
uma solugdo aquosa (pH 7-10), e a fragao insoluvel € removida por centrifugagao,
seguida por precipitagdo das proteinas da soja, utilizando o ponto isoelétrico (pH
4.5) (Liu, 1997b). A fibra de soja, ou fragao insoluvel, € separada por centrifugacéo,
contém principalmente carboidratos da parede celular dos cotilédones da soja, mas
ndo contém casca de soja. E um produto com caracteristicas ainda no descritas, o
que € necessario para a posterior utilizagao.

Alguns compostos quimicos presentes na soja e seus derivados tém
sido investigados devido as suas propriedades nutricionais e funcionais,
relacionadas a saude. Isoflavonas, com atividades anticarcinogénicas, sao
compostos fendlicos presentes na soja e podem existir em 4 formas quimicas: os
glicosideos, as agliconas e duas formas conjugadas o malonil-glicosideo e o acetil-
glicosideo (Liu, 1997a; Wang e Murphy, 1994).

O &cido fitico ou inositol hexafosfato (CgH1s024Ps) constitui a principal
forma de armazenamento de fosforo nos vegetais, correspondendo de 60 a 90% do
fésforo total (Cheryan, 1980). A soja e seus derivados contém de 1 a 2% de &cido
fitico, que podem quelar ions metalicos di e trivalentes, tais como Ca, Mg, Zn e Fe,
formando compostos insoluveis que atrapalham a absorcéo destes ions metalicos no
intestino (Anderson e Wolf, 1995; Liu, 1997a). No entanto a ligacdo do ferro pelo
acido fitico, pode ter um efeito benéfico, atuando como antioxidante, inibindo a taxa
de formagao de radicais livres e da oxidacao lipidica (Plaami, 1997).

As propriedades funcionais também tém recebido atengao,
principalmente em novos ingredientes alimentares, pois afetam as caracteristicas

nutritivas e sensoriais dos produtos, além de ter um importante papel fisico na
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preparagao, processamento ou estocagem dos alimentos. As propriedades
funcionais dos componentes alimentares estdo relacionadas com: capacidade de
hidratagcdo e propriedades relacionadas com tamanho, forma e propriedades de
superficie das moléculas (Auffret et al, 1994; Sgarbieri, 1998; Thibault et al, 1992).
Existe uma correlagdo entre as propriedades fisico-quimicas e as propriedades
funcionais das proteinas, especialmente as da soja, as quais podem ser alteradas,
favoravelmente ou nado, por temperatura, secagem, métodos de preparagdo ou
outros tratamentos durante o processamento e estocagem dos produtos (Lee et al,
2003).

Os ingredientes protéicos, farinhas desengorduradas e concentrados
protéicos, tém como principal caracteristica funcional a solubilidade, pois esta
influencia na maioria das outras propriedades, tais como: geleificagdo, capacidade
espumante e emulsificante. Portanto o conhecimento da habilidade das proteinas
em combinar agua a sua estrutura é muito importante na maioria das aplicagcbes
alimentares (Chou e Morr, 1979). Fibras alimentares sdo macromoléculas resistentes
a digestdo pelas enzimas do trato gastrointestinal humano e s&o essencialmente
compostas de componentes de parede celular, tais como polissacarideos e lignina
(Tharanathan e Mahadevamma, 2003). A composi¢cdo quimica destes compostos é
variavel em decorréncia da origem e tem sido relacionada com efeitos fisiologicos
para o organismo humano, tais como, regulagdo do transito intestinal, aumento do
volume fecal e prevencédo de algumas doencgas, incluindo o cancer de cdlon. As
responsaveis por estes efeitos sdo as propriedades de hidratagdo, as principais
caracteristicas fisico-quimicas das fibras, as quais podem ser avaliadas pelo volume
de intumescimento e indice de absorg¢ao de agua (Auffret et al, 1994).

O objetivo do presente estudo foi quantificar os compostos quimicos

e determinar as propriedades funcionais de ingredientes derivados de soja.

MATERIAL E METODOS

As matérias-primas utilizadas foram fibras de cotilédones de soja,

apresentadas sob duas formas: fibra alimentar original (FAO) e com redugao do
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tamanho das particulas (fibra alimentar micronizada - FAM), concentrado protéico e

farinha desengordurada, fornecidas pela empresa Solae Company (Esteio/RS).

Propriedades Quimicas

Composicao centesimal: umidade determinada por secagem a
105°C até peso constante, cinzas por incineracdo em mufla a 550°C, o conteudo de
nitrogénio por Microkjeldahl usando sulfato de cobre e sulfato de potassio como
catalisadores, o conteudo de proteinas foi calculado multiplicando o nitrogénio por
6,25 e os lipidios foram extraidos em Soxhlet com éter de petréleo, todas as analises
foram segundo A.O.A.C. (1995). Carboidratos n&o identificados foram determinados
por diferenca.

Fibras alimentares insoluveis, soluveis e totais: fibras alimentares
insoluveis e soluveis foram determinadas com a metodologia enzimatica-
gravimétrica segundo o meétodo n° 985.29 da AOAC (1995), usando o kit de ensaio
de fibra alimentar total da Sigma (TDF 100A) e tampé&o fosfato 0,08M pH 6. Fibras
alimentares totais foram determinadas como a soma das fracbes insoluveis e
soluveis.

Minerais: foram determinados, nas cinzas das amostras apoés
solubilizacdo em acido cloridrico, por absorcdo atdmica no Espectrofotdmetro
Perkin-Elmer. Foi utilizado padrao Merck para comparagao.

Fosforo inorganico e fitico: foram determinados segundo a
metodologia de Thompson e Erdman (1982). O fosforo inorganico foi extraido com
acido tricloroacético 12,3% em shaker horizontal Marconi MA830/A (125 rpm a
temperatura ambiente). O fésforo fitico foi extraido com &cido tricloroacético 3% e
sulfato de sddio 10% no mesmo shaker e condigdes, e precipitado com cloreto
férrico em banho-maria a 100°C. Os fésforos foram determinados segundo Chen et
al (1956), a leitura das absorbancias foi feita em 820nm em Espectrofotémetro UV-
visivel Cintra 20, usando uma curva de calibragdo de 10 pontos, com concentragéao
de 10 a 100ug de fésforo e com R? = 0,9991.

Acido fitico: foi calculado assumindo-se que na molécula ha 28,2%
de fésforo.

Isoflavonas: foram extraidas com etanol e acido acético, sob

agitacdo de 250 rpm por uma hora em uma mesa agitadora Tecnal Orbital, Modelo
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TE 140. A separagao das isoflavonas foi realizada em cromatografo liquido de alta
eficiéncia (CLAE) (Waters, Milford, E.U.A.) equipado com coluna de fase reversa
(YMC Pack ODS-AM, 250 mm x 0,4 mm de didmetro) e detector de Arranjo de Diodo
(Waters 996) ajustado para o comprimento de onda de 260nm. A fase movel
constituiu um gradiente linear binario de metanol contendo 0,025% de &cido
trifluoroacético (TFA) (Solvente A) e agua destilada deionizada ultrapura contendo
0,025% de TFA (Solvente B) num fluxo de 1mL/min. A condi¢ao inicial do gradiente
foi de 20% para o solvente A, que aos 40 minutos atingiu a concentragdo de 100%
para, em seguida, retornar a 20% aos 41 minutos e permanecer nestas condi¢coes
até os 60 minutos. A identificacdo foi realizada por comparagdo com uma solugao
padrdo contendo daidzina, daidzeina, genistina e genisteina (Fujicco) e a
quantificacdo das isoflavonas foi por padronizagdo externa (area dos picos). Os
conjugados malonil-glicosideos foram calculados com base em seus pesos
moleculares (Song et al 1998), considerando sua absortividade molar igual a

absortividade molar dos glicosideos e confirmado com os espectros.

Propriedades Funcionais

Solubilidade em diferentes pHs: Um grama de amostra foi
suspensa em 25mL de solugdes tampao Mcllvaine em pH 3,0; 4,0; 5,0; 6,0 e 7,0, e
agitada por 30 minutos em shaker horizontal Marconi MA830/A (125 rpm a
temperatura ambiente). Apds centrifugacao (3000 rpm por 20 minutos, em centrifuga
Harrier 15/80 MSE), as amostras foram filtradas em papel filtro Whatman n° 3. No
sobrenadante foi determinada proteina, pelo método de Microkjeldahl, usando uma
aliquota de 2mL.

%proteina soluvel = Proteina soluvel no sobrenadante x 100

Proteina total
Volume de intumescimento: um grama de amostra foi misturado
com excesso de agua destilada em proveta de 100 mL. A suspensdo foi
continuamente agitada por 2 horas com barra magnética e posteriormente deixada
em repouso para completa decantacdo. O volume ocupado pela amostra na proveta
foi denominado volume de intumescimento e foi expresso em mL/grama de matéria

Seca.
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indice de absorcdo de Aagua: dois gramas de amostra foram
misturados com 20 mL de agua destilada a temperatura ambiente em tubos de
centrifuga, previamente pesados, foram continuamente agitados durante 30 minutos
em agitador horizontal Marconi MA830/A (75 rpm a temperatura ambiente), e
centrifugados a 3000 rpm por 10 minutos em centrifuga Harrier 15/80 MSE. O
sobrenadante de cada tubo foi descartado e o sedimento umido pesado. O IAA foi
obtido através da razido entre o peso do sedimento umido e o peso da matéria seca
€ expresso em gramas de agua absorvida / grama de matéria seca.

indice de absorcdo de 6leo: foi determinado como o indice de
absorgao de agua, substituindo a agua por 6leo de soja comercial.

Capacidade emulsificante: um grama de amostra e 50mL de agua
destilada foram homogeneizados por 30 segundos e adicionado 6leo de soja a uma
taxa de 10mL/min e misturados com shaker DIAX 600 Heidolph, em velocidade
maxima. O ponto de inversao de fase foi registrado visualmente com a liquefacéo da
emulsdo. A capacidade emulsificante foi calculada como a quantidade de oleo
emulsificado por grama de amostra.

Atividade emulsificante: um grama de amostra, 10 mL de agua
destilada e 10 mL de 6leo de soja comercial foram emulsificados em um béquer de
100 mL com shaker DIAX 600 Heidolph por 1 minuto, em velocidade maxima. A
suspensao foi centrifugada em tubos graduados a 3600 rpm por 10 minutos em
centrifuga Harrier 15/80 MSE, onde o volume da camada emulsificada e o volume
total foram lidos.

Atividade emulsificante = V da camada emulsificada x 100

V total no tubo
Andalises estatisticas: os resultados das amostras foram avaliados
por ANOVA e para comparar a diferenca das médias, o teste de Tukey com intervalo

de confianga de 95% (p<0,05) foi usado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A média de proteinas nas fibras de cotilédones foi de 28% e dos

carboidratos foi de 65%, dos quais 60% sao fibras alimentares totais (Tabela 1). O

concentrado e a farinha desengordurada apresentaram médias de 72% de proteinas
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e como componentes minoritarios os carboidratos, média de 16% sendo 12,5% de
fibras alimentares totais. As maiores quantidades de fibras alimentares totais eram
fibras insoluveis, em todos os ingredientes, isto porque os carboidratos soluveis
foram retirados durante o processamento. As maiores concentragdes de cinzas e de
lipidios estavam na farinha e no concentrado protéico, 7,9% e 6,5%,
respectivamente. O concentrado protéico diferiu da farinha desengordurada por ter
maior concentragéo de proteinas e lipidios, € menores de cinzas e fibras alimentares
totais, enquanto que os ingredientes de carboidratos apresentaram composigéo
similar.

Analisando a composicdo quimica de diferentes fibras alimentares
Chang e Morris (1990) relataram teores menores de proteinas (21,4%), cinzas
(3,6%) e lipidios (1,7%) para a fibra de soja, mas os dados foram expressos em
base umida. Os resultados de fibra alimentar total, expressos em base seca,
igualaram a da amostra de fibra alimentar micronizada (62,3%), enquanto que a fibra
soluvel foi maior (7,3%), e a fibra insoluvel menor (53,2%). Martins (1995) relatou
teores menores de proteinas (25,3%), cinzas (2,8%), lipidios (1,1%) e fibra total
(47,1%), assim como as fragdes soluvel (2,2%) e insoluvel (44,9%) para a fibra de
soja. Os valores menores para os componentes determinados resultam em um valor
superior (23,7%) em carboidratos n&o identificados comparado ao valor maximo
encontrado nas amostras aqui avaliadas, que variou de 1,4 a 5,2%. Kumar et al
(2002) relatou teores menores de proteinas na farinha (48%) e no concentrado
(64%), e maiores para os carboidratos totais na farinha (31%) e valor semelhante no
concentrado protéico (14%). Liu (1997b) relatou que o concentrado protéico tem, em
meédia, 5,0% de cinzas e 72% de proteinas, valores proximos aos quantificados
neste trabalho, mas lipidios (1,0%) e carboidratos (20%) os teores foram diferentes.
Na farinha, o mesmo autor relatou teores menores de proteinas (59%), lipidios
(1,1%) e cinzas (6,5%), e maiores de carboidratos (32%), calculados por diferenga
para ambos os produtos, mas sem analise de fibra alimentar. Lee et al (2003),
avaliaram produtos de soja oriundos de varias industrias, quantificaram teores
maximos de proteinas em concentrados de 66,1% e em farinhas de 52,3%, os quais
foram inferiores aos determinados neste trabalho. As fibras de cotilédones, obtidas
como a fragéo insoluvel do processamento de isolado protéico de soja, juntamente

com o concentrado protéico e a farinha desengordurada sao ingredientes industriais
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que apresentam variagdes na composicao que podem ser atribuidas as variedades
de sojas utilizadas como matéria-prima e aos diferentes métodos de processamento.

Macro e microminerais foram quantificados (Tabela 2). Os
ingredientes de fibras alimentares tiveram a mesma composi¢do, pois os dois
ingredientes diferem somente no tamanho das particulas, tiveram maior quantidade
de calcio e menor de fésforo, enxofre, zinco, manganés e cobre quando comparados
aos ingredientes protéicos. A farinha desengordurada e o concentrado protéico
apresentaram teores similares entre si para o fosforo, calcio, enxofre e cobre. Em
todas as amostras o macromineral de maior concentragao foi o potassio e entre os
microminerais foi o ferro. Com excec¢ao do calcio e do enxofre, todos os minerais da
farinha desengordurada apresentaram teores maiores do que nas outras amostras, o

que é consequéncia do maior percentual de cinzas quantificado nesta amostra.

Tabela 1 — Composicao centesimal de fibras de cotilédones, concentrado protéico e
farinha desengordurada de soja (%).

Amostras Proteinas Cinzas Lipidios Fibra Fibra Fibra  Carboidratos
insolavel  soltvel | nao
tota identificados
FAO 28,2° 4,1° 3,1° 55,52 3,8° 59,42 52
+0,1 +0,1 +0,3 +0,6 +0,1 +0,5
FAM 27,6° 4,3 2,9° 56,6° 5,9° 62,5° 2,7
+0,1 +0,1 +0,4 +0,6 +14 +0,8
Concen- 76,12 4,8 6,5° 8,2° 3,0° 11,2° 1,4
trado +14 +0.1 +09 +01 +10 £10
Farinha 68,8° 7,9° 4,3 13,8° 0,2° 14,0° 5,0
+38 +0,1 +0,3 +0,4 +0,1 +0,3

FAO-= fibra alimentar original; FAM= fibra alimentar micronizada.

Médias de determinacbes em ftriplicata, em base seca. Carboidratos ndo identificados foram
determinados por diferenca.

Médias seguidas pela mesma letra, nas colunas, n&o diferiram ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.

Assim como os outros nutrientes, os minerais sao influenciados pela
variedade, local e época de plantio (Liu, 1997a). A fibra de soja apresentou maiores

quantidades de calcio, ferro, cobre e potassio do que o grao inteiro de soja, as
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quantidades determinadas por Garcia et al (1998) foram: 125; 1,89; 0,33; 1316
mg/100g; respectivamente. O fésforo e o zinco no gréo da soja foram maiores (443 e
3,5 mg/100g, respectivamente) do que a quantia determinada nas fibras alimentares.
A farinha de soja analisada por Koplik et al (2002) apresentou valores similares para
o fésforo (7160 pg/g), magnésio (2990 ug/g), zinco (52,9 pg/g), manganés (41,7
Mg/g) e ferro (140 pg/g), maior teor de calcio (3160 ug/g) e menores de potassio
(24000 pg/g) e cobre (16,1 ug/g).

Tabela 2 — Minerais presentes em fibras de cotilédones, concentrado protéico e
farinha desengordurada de soja.

Amostras P K Ca Mg S Zn Mn Fe Cu
(mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g) (ng/g) (no/g) (Mg/g) (Ho/g)

FAO 2.4° 14,2° 4,62 1,4° 23> 229 198° 106,4° 7,9°
+0,2 +0,3 +0,1 +0,1 +0,1 +2.,8 +0,7 +2,3 +0,1
FAM 2,5° 15,6° 5,42 1,5° 24> 194 206° 86,3° 8,1°
+0,1 +0,0 +0,1 +0,1 +0,2 +0,1 +0,0 +0,8 +0,1

Concentrado 6,62 9,7° 2,40 1,4° 392 282° 256° 127,6° 16,12

10,2 10,4 0,5 10,2 10,1 10,2 2,2 +1,5 10,2
Farinha 6,8° 30,7° 2,5° 3,3° 3,77 53,1 43,3 137,9° 20,2°
0,2 +1,8 10,2 10,2 10,1 +2,4 2,3 #121 08

FAO-= fibra alimentar original; FAM= fibra alimentar micronizada.
Médias de determinagbes em duplicata, em base seca.

Médias seguidas pela mesma letra, nas colunas, n&o diferiram ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.

Houve diferengca nos teores de fosforo inorganico entre todas as
amostras e nos teores de fdsforo fitico entre os dois grupos de ingredientes
alimentares (Tabela 3). Em relag&o ao fosforo total determinado na amostra de fibra
alimentar original, 45,7% estava na forma de fosforo fitico e 6,1% na forma de
inorganico. Na amostra de fibra alimentar micronizada 41,0% do fosforo total era
fésforo fitico e 8,1% era fésforo inorganico. Na farinha desengordurada e no
concentrado protéico, respectivamente, 69,1% e 74,2% estavam na forma de fitico e

8,8% e 6,1% estavam na forma de inorganico. O acido fitico quantificado na fibra



41

alimentar original equivale a 0,39% do peso da amostra, na fibra alimentar

micronizada 0,36% e nas amostras de ingredientes protéicos 1,7%.

Tabela 3 — Teor de fésforo inorgéanico, fésforo fitico e acido fitico presentes em fibras
de cotilédones, concentrado protéico e farinha de soja.

Amostras Fosforo Inorgéanico Fosforo Fitico Acido Fitico
(mg/g) (mg/g) (mg/g)

FAO 0,15% £ 0,01 1,10° £ 0,05 3,89° £ 0,16

FAM 0,20° + 0,01 1,03 0,03 3,64° +0,10

Concentrado 0,42° +0,01 4,89% +0,25 17,34% + 1,68

Farinha 0,60% £ 0,01 4,74% £0,11 16,79% + 0,51

FAO-= fibra alimentar original; FAM= fibra alimentar micronizada.
Médias de determinagdes em triplicata, em base seca.

Médias seguidas pela mesma letra, nas colunas, ndo diferiram ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.

Na soja até 75% do fésforo total pode ser fosforo fitico e 4,5% fosforo
inorganico e do peso total do gréo 1,4% pode ser 4cido fitico, valores encontrados
nos ingredientes protéicos, porque a maior fracdo de fésforo, o acido fitico,
geralmente se associa as proteinas durante o processamento. Em pH acido, a
proteina possui cargas positivas e o acido fitico cargas negativas, ocorrendo a forte
interacédo eletrostatica proteina-acido fitico. A quantidade da interagao parece ser
dependente do numero de cargas positivas dos grupos aminos que estarao
disponiveis para reagir com os ésteres fosfatos anidnicos do acido fitico (Cheryan,
1980). A interacdo explica a maior quantidade de &acido e fésforo fitico nos
ingredientes protéicos e a menor quantidade nos ingredientes de fibras alimentares
que sao residuos do isolado protéico. No entanto, Honig et al (1984) nao verificou
diferenca estatistica nos teores de acido fitico do isolado protéico (1,60%) e dos
respectivos residuos insoluvel (1,31%) e soluvel (1,23%).

Além das interacbes acido fitico-proteina, podem existir outros
complexos: acido fitico-minerais e acido fitico-minerais-proteina, sendo que uma
molécula de acido fitico pode se associar a mais de um mineral, formando

complexos mais estaveis do que quando o fitato encontra-se ligado a um unico
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mineral. O ferro € o mineral menos influenciado por altas concentragdes de acido
fitico, porque o complexo ferro-fitato ndo se forma no pH alcalino da porgao superior
do duodeno, onde a maior parte do ferro & absorvida (Coelho, 1995), e também
porque 40% do total de ferro em carne, aves e peixes estdo na forma heme, a qual é
muito melhor absorvida, pelo organismo humano, do que a forma nao-heme (Plaami,
1997). A biodisponibilidade do calcio pode ser afetada pela interacdo com o acido
fitico, pois este componente tem alta afinidade com todas as formas de Ca,
formando complexos insoluveis em baixo pH (Torre et al, 1991). O zinco € o mineral
essencial mais afetado pelo fitato, porque é capaz de formar os complexos mais
fortes e insoluveis: fitato-Zn-proteina e fitato-Zn, por isto foi criado um indicador de
biodisponibilidade do zinco. Taxas molares de fitato:Zn maiores que 15mmol indicam
absorcao reduzida e menores que 10mmol mostram disponibilidade adequada, mas
quando o calcio estiver presente neste complexo (fitato x Ca : Zn) a taxa molar
recomendada aumenta para um maximo de 200mmol (Adeyeye et al, 2000; Ellis et
al, 1987).

A taxa molar do fitato:Zn foi calculada pela divisdo dos milimoles de
fitato (mg de fitato/peso molecular do fitato) pelos milimoles de Zn (mg de Zn/peso
molecular do Zn) e a taxa molar do complexo fitato x Ca : Zn é dada pelos milimoles
de fitato multiplicada pelos milimoles de Ca e dividida pelos milimoles de Zn (Ellis et
al, 1987). Para as quatro amostras a taxa molar do fitato:Zn foi maior que 15,
indicando redugdo na biodisponibilidade do zinco. As amostras de fibra alimentar
apresentaram valores mais proximos deste indice (original 19,3mmol e micronizada
17,8mmol), mas as amostras de ingredientes protéicos foram duas e quatro vezes
maiores (farinha 33,3mmol e concentrado 57,14mmol). Estes valores s&o maiores do
que a taxa molar do grao da soja (8mmol) determinada por Adeyeye et al (2000), a
qual foi menor que a taxa recomendada para a disponibilidade adequada. Segundo
Ellis et al (1987) a taxa fitato x Ca : Zn € a melhor para predizer a biodisponibilidade
do Zn, e por esta taxa a absorcdo do zinco ndo € afetada. Todas as amostras
apresentaram indices inferiores ao maximo permitido (fibra alimentar original
2,2mmol; fibra alimentar micronizada 2,4mmol; farinha 2,1mmol e concentrado
3,4mmol). E importante ressaltar que a absorgdo de qualquer nutriente pelos
humanos depende das condi¢des de saude e dos habitos alimentares e sociais.

O poder quelante do acido fitico, especialmente com o Fe, tem acgao

antioxidante, inibindo a formagao do radical livre (*OH) e da peroxidacao lipidica.
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Efeitos sinergisticos de misturas de tocoferol (vitamina E) e acido fitico tém sido
usados na protecao contra a autoxidagao de lipidios, esta propriedade também foi
verificada em carnes, onde a interagdo foi dependente da concentracédo e pH
(Oatway et al, 2001). O consumo de acido fitico também tem demonstrando alguns
beneficios para controlar doencas: prevencdo ou reducdo do tamanho e da
proliferacdo celular de alguns tipos de cancer, principalmente cancer de célon;
diminuicdo dos riscos de doengas coronarias; redugdo da glicose sanguinea e de
calculos renais (Anderson et al, 1991; Fruhbeck et al, 1995; Plaami, 1997).

Oito formas quimicas de isoflavonas foram quantificadas nos
produtos de soja (Tabela 4). Daidzina e malonil daidzina estavam presentes
somente nos produtos protéicos, e as formas gliciteina e acetil genistina somente
nas amostras de fibra alimentar original e micronizada. N&do houve diferenga na
quantidade de genistina, malonil genistina e nas isoflavonas totais presentes nas
amostras de fibra alimentar. O concentrado protéico e a farinha desengordurada de
soja apresentaram diferentes quantidades para todas as formas de isoflavonas
detectadas. A farinha de soja foi o produto com maior concentragao de isoflavonas
totais, isto se deve ao processo de desengorduramento que concentra estes
componentes na fracdo nao lipidica (Wang e Murphy, 1994). O concentrado protéico
de soja apresentou menores quantidades de isoflavonas totais do que na farinha,
devido provavelmente ao processamento, o qual muitas vezes é feito com extragao
aquosa de etanol 65%, que é um excelente solvente para isoflavonas (Coward et al,
1993), este efeito foi verificado por Wang e Murphy (1994) que quantificaram 73ug/g
de isoflavonas totais em concentrado de soja extraido com alcool. Os glicosideos e
malonil-glicosideos predominaram nos ingredientes protéicos, correspondendo a
79% no concentrado e 94% na farinha do total das isoflavonas presentes. Na farinha
50% das isoflavonas eram malonil glicosidio, concordando com Coward et al (1993),
que cita que dlicosideos estdo em maior propor¢do nos produtos de soja
minimamente processados, tais como a farinha. Wang e Murphy (1994) encontraram
134,1mg/100g de malonil glicosideo dos 201,4mg/100g de isoflavonas totais na
farinha de soja.

Os ingredientes de fibra alimentar apresentaram os menores valores
de isoflavonas totais e a quantidade determinada foi similar com a relatada por
Coward et al (1993), que avaliaram amostras de fibra de soja quanto as agliconas e

conjugados, totalizando 49,4mg/100g de isoflavonas. A concentracdo total de



44

isoflavonas nas fibras correspondeu a 45% do valor encontrado na farinha, e
apresentou mais genisteina e daidzeina, assim estes ingredientes alimentares
também poderdo atuar na prevencdo de osteoporose, doengas cardiacas, alguns
tipos de cancer e sintomas da menopausa, propriedades associadas com o
consumo de isoflavonas (Brouns, 2002). A identificacdo de gliciteina na amostra de
fibra alimentar micronizada sugere a presenca de hipocdtilo, pois Tsukamoto et al
(1995) afirma que o glicosideo glicitina e suas agliconas s&o encontrados somente
nesta fracdo do grdo. Provavelmente as amostras sdo de diferentes extragdes de
proteinas e na amostra micronizada ndo houve a separagdo completa do hipocétilo
dos cotilédones. Outro indicio de que as amostras sao oriundas de diferentes
extragdes foi a presengca da forma conjugada acetil genistina na fibra alimentar
original, muito associada com tratamento térmico do material. De acordo com
Anderson e Wolf (1995) e Kurzer e Xu (1997) em produtos com tratamento térmico a

forma malonil é instavel e pode ser transformada na forma acetil.



45

Tabela 4 — Isoflavonas presentes em fibras de cotilédones, concentrado protéico e farinha desengordurada de soja

(mg/100q).
Tipos de Isoflavonas
Amostras Daidzina Genistina Daidzeina Genisteina Gliciteina Malonil Malonil Acetil Total
Daidzina Genistina Genistina

FAO nd 11,8° 10,9° 8,3" nd nd 6,3¢ 11,3 48,6°
+0,1 +0,2 +0,1 +0,1 +0,2 +2.2

FAM nd 11,0° 14,12 11,0° 8,0 nd 5,6° nd 49,7°
+0,3 +0,1 +0,1 +0,3 +0,3 +3,0

Concentrado 7.4° 17,1° 6,9° 5,8° nd 9,1° 14,7° nd 61,0°
+0,3 +0,2 +0,1 +0,1 +0,3 +0,6 +1,1

Farinha 17,82 28,0° 4,1° 2,9¢ nd 23,6° 32,5° nd 108,9°
+0,4 +0,9 +0,4 +0,6 +0,9 +0,8 +1,7

nd = ndo detectado. FAO= fibra alimentar original; FAM= fibra alimentar micronizada.

Médias de determinac¢des em triplicata, em base seca. Médias seguidas pela mesma letra, nas colunas, néo diferiram ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.
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O efeito do pH na solubilidade protéica foi avaliado utilizando
solugdes com pH de 3,0 a 7,0 (Tabela 5). Para os ingredientes de fibra alimentar o
conteudo de proteinas soluveis foi menor no pH 3,0 (original 5,7% e micronizada
4,7%), atingindo maximo de 10,7% na solugdo com pH 7,0, pois a proteina soluvel ja
havia sido extraida. O concentrado protéico e a farinha desengordurada
apresentaram menor solubilidade em pH 4,0 (2,8% e 8,0% respectivamente), pois
proximo do pl a quantidade de cargas positivas e negativas s&o iguais e se
neutralizam intramolecularmente. Nas solugdes com pH acima do pl, a solubilidade
os ingredientes protéicos aumentou, atingindo um maximo de 7,2% para o

concentrado e 30,1% para a farinha, no pH 7,0.

Tabela 5 — Efeito do pH na solubilidade protéica de fibras de cotilédones,
concentrado protéico e farinha desengordurada de soja (% de proteinas
soluveis em relagéo as proteinas totais).

Amostras pH 3,0 pH 4,0 pH 5,0 pH 6,0 pH 7,0
FAO 5,7°+05 6,0°+0,5 6,7°+0,1 7,7°+04 7,6°+0,1
FAM 4,7°+03 6,4°+0,7 9,6°+0,2 10,5°+03  10,7°:03

Concentrado  16,3°+05 2,8°+03 4,19+0,1 6,1° 0,9 7,2°£0,1

Farinha 39,4%+0,5 8,0°+0,5 18,4% + 0,6 28,3%+46 30,12 +0,7

FAO= fibra alimentar original; FAM= fibra alimentar micronizada.
Médias de determinagbes em triplicata, em base seca.

Médias seguidas pela mesma letra, nas colunas, n&o diferiram ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.

A fragdo soluvel dos ingredientes protéicos foi similar aos conteudos
relatados por Lee et al (2003) que avaliaram a solubilidade protéica de concentrados
e farinhas desengorduradas de soja oriundas de diversas industrias. A proteina
soluvel em solugdes de pH 7,0 foi menor que 10% para a maioria dos concentrados,
e variou de 20% a 50% para as farinhas desengorduradas. Chau et al (1997)
relataram que aproximadamente 75% das proteinas de concentrado protéico de soja
estavam soluveis em pH 7,0, e para a farinha de soja Chau e Cheung (1998)
comentaram que aproximadamente 70% das proteinas eram soluveis em pH 7,0. A

temperatura do processamento afeta a fragdo soluvel nos produtos, diminuindo a
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solubilidade com a maior temperatura de processamento por alteracédo da
conformagao molecular e causando a agregacao das proteinas. Concentrados
obtidos a partir de solugdes alcodlicas tém menor solubilidade protéica devido a
desnaturacao (Liu, 1997b). A habilidade das proteinas em se associar e imobilizar a
agua na estrutura é util em varias aplicagdes alimentares e € uma variavel para a
caracterizagao fisico-quimica dos produtos finais. Para a industria alimenticia este
conhecimento é fundamental, ja que a maioria das propriedades funcionais depende
das propriedades de hidratagcao das proteinas.

As propriedades funcionais dos ingredientes de fibras alimentares e
protéicos foram avaliadas utilizando as analises de indice de absor¢ao de agua
(IAA), volume de intumescimento (VI), indice de absorg¢ao de 6leo (IAO), capacidade
emulsificante (CE) e atividade emulsificante (AE) (Tabela 6). Os IAA das quatro
amostras apresentaram diferenca estatistica, a amostra original apresentou o maior
indice (8,4g9/g) e a farinha o menor (3,8 g/g). O VI foi similar entre os ingredientes
protéicos e entre as duas amostras de fibras, mas diferiu entre estes dois grupos,
pois os ingredientes de fibras alimentares apresentaram maior capacidade de
hidratacdo (média de 17,6 mL/g). Valores de IAA para farinhas e concentrados da
literatura foram menores que os encontrados neste trabalho: farinha de cowpea
1,8g/g (Prinyawiwatkul et al, 1997), farinha de soja 1,8g/g; 3,59/g e 1,2g/g
(respectivamente Chau e Cheung, 1998; Onweluzo et al, 1995; Padilla et al, 1996) e
concentrado protéico de soja 3,5g/g (Chau et al, 1997). O |AA dos ingredientes de
fibra alimentar foi maior do que a casca de soja 2,4g/g (Chen et al, 1984) e as fibras
de lima bean (Phaseolus lunatus) e Jack bean (Canavalia ensiformis) que foram,

respectivamente, 0,3g/g e 0,4g/g (Betancur-Ancona et al, 2003).



48

Tabela 6 — Propriedades funcionais relacionadas com agua e 6leo de fibras de
cotilédones, concentrado protéico e farinha desengordurada de soja.

Amostras IAA VI IAO CE AE
FAO 8,4%+0,2 17,27 +1,0 2,5°+0,1 187,8°+15 52,4° + 14
FAM 5,7°+0,1 18,0+ 0,5 2,4°+0,1 250,4° +2,3 53,0°+0,3

Concentrado 6,8+ 0,1 8,3°+15 2,92+02 194,7° + 106 85,12 +0,7
Farinha 3,87+0,1 8,7°+0,6 2,4°+0,1 197,6° 1,8 56,8 +0,3

FAO-= fibra alimentar original; FAM= fibra alimentar micronizada. IAA= indice de absorgéo de agua (g
agua absorvida/ g de amostra); VI= volume de intumescimento (mL de agua/ g de amostra); IAO=
indice de absorgao de 6leo (g 6leo absorvido/ g de amostra); CE= capacidade emulsificante (mL de
Oleo emulsificado/ g de amostra); AE= atividade emulsificante (%).

Médias de determinagbes em triplicata.

Médias seguidas pela mesma letra, nas colunas, ndo diferiram ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.

As propriedades de hidratacdo sdo medidas pelo indice de absor¢ao
de agua e pelo volume de intumescimento e diferentes resultados sé&o obtidos ao se
avaliar produtos iguais, porque o VI, que é definido como a fixagao espontanea de
agua pela matriz protéica, depende da densidade, porosidade e solubilidade. O I1AA
€ determinado apds o completo intumescimento da amostra e estima a quantidade
de agua retida na matriz sem que haja exsudagdo apdés a agdao de uma forca
centrifuga, este indice depende da conformagao molecular, tamanho das particulas,
numeros de sitios de ligagdo das moléculas e forca de centrifugacao (Auffret et al,
1994; Chou e Morr, 1979; Thibault et al, 1992). Nas fibras de cotilédones de soja
avaliadas, a redugdo do tamanho das particulas juntamente com as mudancas na
estrutura fisica da matriz molecular foram responsaveis pela menor absor¢cao de
agua na amostra micronizada em relagdo a amostra de fibra alimentar original. As
fibras apresentam como principal caracteristica fisico-quimica a propriedade de
hidratagdo, possivelmente pela presenca de componentes de fibras alimentares
insoluveis, como celulose, hemicelulose e lignina, que sado materiais hidrofilicos
(Lopez et al, 1996). Esta propriedade tem sido relacionada com os efeitos
fisiologicos proporcionados a quem ingere a quantidade diaria recomendada de
fibras totais (25-30g), sendo que 75% desta quantidade devem estar na forma
insoluvel. Os beneficios descritos sdo: aumento da saciedade, regulagao do transito

intestinal, aumento do volume fecal (principalmente as insoluveis), redugdo do
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colesterol, aumento na excrecao de sais biliares e prevencédo de algumas doencas,
incluindo o cancer de colon (principalmente as soluveis) (Tharanathan e
Mahadevamma, 2003).

O concentrado protéico de soja apresentou a maior absorg¢ao de 6leo
(2,99/g) e a fibra de cotilédones de soja micronizada teve maior capacidade
emulsificante (250,4 mL/g), diferindo das outras amostras. As amostras de fibras e a
farinha de soja n&o diferiram entre si quando a atividade emulsificante foi avaliada,
mas o concentrado protéico diferiu e apresentou a maior AE (85,1%). Os IAO das
quatro amostras avaliadas foram maiores do que os indices da farinha de cowpea,
0,99/g (Prinyawiwatkul et al, 1997), farinha de soja, 1,99/g; 1,5g/g e 0,3 g/g
(respectivamente Chau e Cheung, 1998; Onweluzo et al, 1995; Padilla et al, 1996) e
das fibras de lima bean (Phaseolus lunatus) e Jack bean (Canavalia ensiformis)
0,2g/g (Betancur-Ancona et al, 2003). O concentrado protéico de soja avaliado por
Chau et al (1997) apresentou IAO igual ao avaliado neste trabalho, e AE menor
(58,2%). Chau e Cheung (1998) obtiveram AE maxima de 62% para a farinha de
soja e Onweluzo et al (1995) determinaram AE de 55% para a farinha de soja, muito
similar as amostras de farinha e de fibras alimentares de soja deste trabalho e
Prinyawiwatkul et al (1997) encontraram 49,3% de AE para a fibra de lima bean
(Phaseolus lunatus).

A maior atividade emulsificante e IAO do concentrado protéico de
soja, provavelmente sdao decorrentes da maior quantidade de proteina, pois a
atividade emulsificante mede, indiretamente, a area superficial da membrana
protéica que recobre as goticulas de Oleo, e a absor¢do de oleo é atribuida
principalmente a combinagdo de gordura aos grupos nao polares das proteinas ou a
disponibilidade de grupos lipofilicos (Padilla et al, 1996). Betancur-Ancona et al
(2003) comenta que um baixo indice de absor¢cdo de O6leo esta associado a
diminuicdo da absorgéo do colesterol, portanto estes ingredientes poderiam ser uteis
na alimentacdo de pacientes hipercolesterolémicos. A maior capacidade
emulsificante apresentada pela fibra de cotilédones de soja micronizada significa
que ela incorporou mais 6leo na emulsao, provavelmente porque esta amostra tem
mais superficie de contato. Lopez et al (1996) comentaram que as fibras tém
propriedade de absorver 6leo devido a presencga de lignina na composi¢cao quimica e
que as fibras insoluveis absorvem maior quantidade de 6leo do que as fibras

soluiveis.
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CONCLUSOES

Nos ingredientes protéicos (farinha desengordurada e concentrado
protéico) e de fibras alimentares (fibras dos cotilédones, original e micronizada), o
macromineral de maior concentragao foi o potassio e o micromineral foi o ferro. A
biodisponibilidade do zinco nao foi afetada pela presenca do acido fitico, de acordo
com as taxas molares do complexo fitato x Ca : Zn. Os ingredientes protéicos
tiveram a maior concentragao de fosforo fitico, acido fitico e isoflavonas, mas as
fiboras de cotilédones de soja contém maiores quantidades de daidzeina e
genisteina. A farinha desengordurada apresentou a maior quantidade de proteina
soluvel em pH 7,0 e o menor indice de absor¢do de agua, enquanto que o
concentrado protéico teve os maiores indice de absor¢do de Oleo e atividade
emulsificante. Os ingredientes de fibras alimentares apresentaram as melhores
propriedades de hidratagdo e as outras propriedades funcionais foram similares ou
melhores que os ingredientes protéicos, mesmo tendo menores percentuais de

proteinas.
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5.2 POLISSACARIDEOS DAS FIBRAS DE COTILEDONES E PROTEINAS DAS FIBRAS, FARINHA
DESENGORDURADA E CONCENTRADO PROTEICO DE SOJA [GLYCINE MAX (L.)

MERRILL]

RESUMO

Fibras alimentares obtidas de cotilédones de soja original (FAO) e micronizada
(FAM) foram fracionadas e avaliadas quanto aos polissacarideos e
monossacarideos constituintes. O componente majoritario foi a hemicelulose,
totalizando 59% na amostra original e 51,1% na micronizada. Pectina representou
14%, em média, e celulose 8,5%. As duas amostras de fibras apresentaram
17,Amg/g de &cidos urdnicos e a mesma composicdo de monossacarideos nas
fragcdes de hemicelulose, extraidas com hidroxido de sédio 0,1M e 4M, e na fragao
de celulose. Na fracédo de pectina, a FAO tinha mais xilose e manose do que a FAM.
Na fracdo de hemicelulose, extraida com hidréxido de sédio 1M, a fibra alimentar
original apresentou mais glicose e manose e menores niveis de arabinose/ramnose,
quando comparada com a mesma fragdo da fibra alimentar micronizada. As
proteinas de concentrado protéico, farinha desengordurada e fibras alimentares
(FAO e FAM) foram avaliadas quanto a solubilidade em diferentes solventes
(solugao salina, agua, etanol e solugédo alcalina) e quanto ao peso molecular. A
farinha desengordurada de soja teve a maior parte das proteinas passivel de
extragdo com solucao salina, e o concentrado protéico juntamente com as fibras de
cotilédones com solugdo alcalina. A fragdo protéica que nao foi extraida com
nenhum dos quatro solventes utilizados permaneceu no residuo, o maior percentual
estava no concentrado, seguido pela fibra alimentar micronizada e a farinha, a
menor quantidade desta fracdo estava na fibra alimentar original. A eletroforese das
proteinas dos quatro ingredientes alimentares derivados de soja mostrou as fragdes
B-conglicinina, constituida de subunidades a, a’ e B, com pesos moleculares de 84,
72 e 51KDa, respectivamente, e glicinina com as subunidades acidas (36-40KDa) e
basicas (18-20KDa). Bandas com peso molecular proximo aos 30KDa foram
reveladas nas proteinas extraidas das fibras de cotilédones de soja, sendo
provavelmente glicoproteinas de parede celular, ricas em hidroxiprolina.

Palavras-Chave: Fracionamento de parede celular. Monossacarideos. Acidos

urénicos. Classificagao de proteinas. Eletroforese. Hidroxiprolina.
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INTRODUCAO

A fibra de soja, ou fragdo insoluvel do processamento de concentrado
protéico, é separada por centrifugagao, contém principalmente carboidratos de
parede celular dos cotilédones da soja, sem componentes da casca. E um produto
que necessita de caracterizagcdo para posterior utilizacdo. Fibras alimentares sao
macromoléculas resistentes a digestdo pelas enzimas do trato gastrointestinal
humano e sao essencialmente compostas de componentes de parede celular, tais
como polissacarideos e lignina. A parece celular € composta principalmente por
pectina, lignina, hemicelulose e celulose, recentemente estes compostos tém tido
importancia devido aos efeitos benéficos a saude humana, como regulagédo do
transito intestinal e prevencao de algumas doencas, incluindo o cancer (Tharanathan
e Mahadevamma, 2003). No entanto, € necessario o conhecimento da constituicao
destas fragdes, isto € possivel com o fracionamento da parede celular, que promove
uma separacgao dos polissacarideos, podendo entéo identificar os seus constituintes.

A pectina é rica em ramnose, arabinose, galactose e acidos
galacturdnicos, (ligados ionicamente a Ca e Mg), esta fragcdo é covalentemente
ligada a fendis, proteinas e celulose, em todos os tipos de parede celular. Ligninas
sao compostos polifendlicos altamente insoluveis formados pela polimerizacdo de
trés alcoois: alcool trans-p-cumaril, alcool-coniferil e alcool trans-sinapil, que mantém
uma extensa rede de ligagdes cruzadas na parede celular, conferindo-lhes elevada
resisténcia, pois substituem a agua entre os polimeros (Brett e Waldron, 1996). A
hemicelulose corresponde a um grupo heterogéneo de polissacarideos ramificados
que se ligam firmemente a superficie das microfibrilas de celuloses e entre si,
cobrindo as microfibrilas e mantendo ligagdes cruzadas, via ligagdes de hidrogénio,
em uma rede complexa. A celulose é constituida exclusivamente de glicose que
forma cadeias por ligacoes B 1-4, e de ligagbes de hidrogénio entre as cadeias, com
alto grau de polimerizag¢ao, 2000 a 6000 na parede celular primaria e mais de 10000
na parede secundaria, produzindo areas de cristalinidade (Waldron et al, 2003). Os
polissacarideos totais da parede celular de quatorze variedades de soja
representaram em meédia 21% do grdo, e os principais componentes foram

galactose, glicose, arabinose e acidos urbnicos, enquanto que xilose, ramnose e
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fucose foram encontradas em menores quantidades (Brillouet e Carré, 1983;
Huisman et al, 1998; Stombaugh et al, 2000).

As proteinas da soja sdao amplamente utilizadas em produtos
alimenticios sob a forma de varios ingredientes e para este uso é importante
conhecer as classes das proteinas presentes. A classificagao das proteinas, usada
inicialmente em cereais, € baseada na solubilizagdo destas macromoléculas em
diferentes solugbdes extratoras, ndo existindo certeza de que alguns polipeptideos
possam ser extraidos em outra classe, devido as associacdes com outras proteinas
ou que permanegam no residuo insoluvel quando associados a outros compostos
(Liu, 1997). As proteinas majoritarias da soja sdo [B-conglicinina e glicinina,
respectivamente, globulinas 7S e 11S. A B-conglicinina é constituida de subunidades
a, a’ e B, com pesos moleculares de 84, 72 e 51KDa, respectivamente e a glicinina
tem subunidades acidas (36-40KDa) e basicas (18-20KDa). Devido a diferengas na
composicao e estrutura, as globulinas 7S e 11S exibem diferencas nas
caracteristicas nutricionais e funcionais (Liu, 1997; Riblett et al, 2001).

Proteinas de parede celular podem ser divididas em trés classes
estruturais. As extensinas, glicoproteinas basicas ricas em hidroxiprolina, serina,
tirosina e lisina, contém muitas sequéncias repetidas de Ser(Hyp)s e sdo os
componentes majoritarios da parede celular primaria, podendo conter 40% de
hidroxiprolina. As proteinas ricas em glicinas sao caracterizadas pela repetitividade
(Gly-X), onde X, frequentemente é glicina. As proteinas ricas em prolina e
hidroxiprolina contém unidades repetidas de Pro-Pro-Val-X-Lys, onde X,
frequentemente é histidina, tirosina ou glicina (Kleis-San Francisco e Tierney, 1990;
Waldron et al, 2003). Durante o desenvolvimento do grdo de soja até 30% das
extensinas podem ser extraidas por solugdes salinas, no entanto, quando o gréo é
dessecado estas proteinas tornam-se insoluveis devido a mudangas irreversiveis da
parede celular durante a secagem (Cassab e Varner, 1988; Waldron et al, 2003).

O objetivo do trabalho foi avaliar os carboidratos das fibras de
cotilédones de soja, quanto aos polissacarideos e monossacarideos, e as proteinas
das fibras, farinha desengordurada e concentrado protéico quanto a solubilidade em

diferentes solventes e a distribuicido de pesos moleculares por eletroforese.
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MATERIAL E METODOS

As matérias-primas utilizadas para analise dos carboidratos foram
fibras de cotilédones de soja, FAO e FAM. Para a classificagado das proteinas foram
utilizados concentrado protéico, farinha desengordurada e fibras alimentares (FAO e
FAM), oriundas de outro lote e com diferente composi¢céo. Todas as amostras foram
fornecidas pela empresa Solae Company (Esteio/RS).

Acucares totais: foram determinados pelo método colorimétrico de
fenol-sulfurico, segundo Dubois et al (1956) e quantificados por absorcdo em
Espectrofotdbmetro UV-visivel Cintra 20 a 490nm, usando uma curva de calibragao
de 10 pontos, com concentragdo de 10 a 100ug de glicose e com R? = 0,9848.

Acidos urdnicos: foram determinados segundo Kintner e Van Buren
(1982). As amostras foram hidrolisadas em acido sulfurico contendo tetraborato de
sodio 0,0125M, reacdo com m-hidroxidifenil 0,15% em NaOH 0,5% e quantificados
por absorcdo em Espectrofotdmetro UV-visivel Cintra 20 a 520nm. Os teores de
acidos urénicos foram calculados com base na curva de calibragéo de 6 pontos, com
concentracdos de 10 a 60ug de acido galacturdnico e com R? =0,9791.

Fracionamento da parede celular: foi realizado a partir de 500mg
de amostras. Primeiramente os agucares soluveis foram extraidos com etanol 80%,
por 20 minutos a 80°C, com agitagao eventual. O material foi centrifugado a 8000xg
por 15 min (Centrifuga Sorvall, rotor SL 50 T) e o precipitado foi seco em estufa a
60°C por 12 horas e pesado. A extragdo da pectina foi conduzida com 20 mL de
oxalato de aménio 0,5% (p/v), para cada 200mg de material, submetido a extragéo
por 1h a 80°C com agitagdo constante em agitador magnético (3 vezes). Terminada
a extracao foi centrifugado a 8000xg por 15 minutos e o sobrenadante dialisado com
agua potavel (4 a 5 trocas) e com agua destilada (2 a 3 trocas) e o precipitado foi
lavado 3 vezes com agua destilada, liofilizado e pesado. A delignificacdo foi
realizada em banho-maria (70-80°C) com 40 mL de agua deionizada, 1,259 de
NaClO (clorito de sdédio), 150uL de acido acético glacial, usando o residuo da
extragdo com oxalato. O material foi agitado manualmente para quebrar os grumos.
Apds 1 hora adicionou-se 0,4g NaCIO e 150uL de acido acético glacial. Depois de
mais 1 hora de extragdo, o material foi centrifugado a 8000xg por 15 minutos, o

sobrenadante foi dialisado, liofilizado e pesado, o residuo foi lavado com agua e
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liofilizado. As hemiceluloses foram extraidas em trés fragdes: ao material residual
foram adicionados 20 mL de solugdo NaOH 0,1M com NaBH; (3mg/mL), as
amostras permaneceram sob agitacdo, com barra magnética, por 1h a temperatura
ambiente. Em seguida, o material foi centrifugado a 8000xg por 15 minutos. O
sobrenadante foi recolhido e neutralizado com acido acético a pH 7,0, dialisado com
agua potavel por 24 horas e agua destilada por 24 horas e centrifugado a 8000xg
por 15 minutos, o sobrenadante foi liofilizado e pesado. No precipitado foi repetido o
processo com adi¢do de NaOH 1M mais NaBH, (3mg/mL) e depois com NaOH 4M
mais NaBH, (3mg/mL). Metade do precipitado remanescente da extragdo com NaOH
4M foi pesado e colocado em tubos cbnicos de vidro. A esse material foi adicionado
reagente de Updegraff (5% acido nitrico e 15% acido acético em agua) e levado ao
banho-maria a 100°C por 90 minutos, com agitacdo a cada 15 minutos. Apds
esfriado, foi centrifugado a 8000xg por 15 minutos a 10°C e o sobrenadante
descartado. O precipitado foi lavado 3 vezes com agua deionizada e liofilizado. O
peso resultante da hidrélise correspondeu a fragao celulésica.

Monossacarideos: 1mg de material seco de cada fragao de parede
celular foi pré-hidrolisado em 100uL de acido sulfurico 72% em banho-maria a 30°C
por 45 minutos. Apos este periodo foram adicionados 1,7mL de agua destilada e o
material foi autoclavado por 1 hora a 120°C. Em seguida o material foi neutralizado
com hidroxido de sédio 50% e submetido a retirada de sais com resinas anidénicas
(Dowex 1x8 50-100mesh, ClI Form Supelco) e catibnicas (Dowex 50wx8 50-
100mesh, H Form Supelco). Os monossacarideos foram analisados por
cromatografia aniénica de alta resolugdo com detector amperométrico (HPAEC-PAC)
utilizando coluna Carbopack PA1 num sistema Dionex DX-500, em corrida isocratica
com fluxo de 1mL/min e injecdo automatica de 10uL. Foi utilizado padrdo Sigma de
monossacarideos para comparagao.

Classificacdo das proteinas: foi realizada segundo o método
modificado de Chavan et al (2001). Amostras secas (2,59) foram dispersas em 30mL
de NaCl 5% e extraidas por 30 minutos em temperatura ambiente (25+1°C) usando
um shaker MA830/A Marconi a 125 rpm. A suspensao foi centrifugada a 4000g por
20 minutos, em centrifuga Harrier 15/80 MSE, e o sobrenadante guardado. O
residuo foi reextraido uma vez no mesmo solvente e o sobrenadante somado ao
anterior também guardado. O residuo foi extraido sucessivamente com agua

deionizada, etanol 70% a 60°C e com NaOH 0,2% nas mesmas condi¢gdes da
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extragdo com solugdo salina. As fragbes solubilizadas foram coletadas
separadamente e determinada proteina por Microkjeldahl. A mesma determinagao
foi feita no residuo.

Eletroforese: foi realizada segundo Marsman et al (1997) e
Maruyama et al (2003). As amostras foram extraidas em solugdo tampéao Tris-HCI
62,5mM, pH 6,8, 2% de SDS, 1% de B-mercaptoetanol e 10% de glicerol, durante 1
hora sob agitagdo com barra magnética, apos foram centrifugadas a 10000rpm por
30 minutos a 10°C. No sobrenadante foram quantificadas as proteinas totais por
Microkjeldahl. Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) foi usado para a analise (gel
separador 12% e gel concentrador 4%). Uma aliquota contendo 2mg de proteina foi
diluida em tampao de amostra e utilizada para a corrida em corrente elétrica de
100V. As bandas eletroforéticas foram reveladas e fixadas com solugdo metanol
40%, &cido acético 10% e agua 50%, contendo 0,1% de corante Coomassie
Brilhante Blue. O excesso do corante foi retirado com solugdo metanol 40%, acido
acético 10% e agua 50%. O padrao utilizado foi o BenchMark Protein Ladder
INVITROGEN, com bandas de 10 a 220KDa.

Hidroxiprolina: foi realizada segundo Woessner (1961). A
hidroxiprolina foi oxidada com cloramina T, ao complexo formado foi adicionado
para-dimetilaminobenzaldeido e quantificado por absorcdo em Espectrofotdmetro
UV-visivel Cintra 20 a 557 nm, usando uma curva de calibracao de 9 pontos, com
concentracdo de 0,5 a 2,5ug de hidroxiprolina e com R? = 0,9958.

Andlise estatistica: para caracterizar as fragcdes quanto aos
monossacarideos foi aplicada estatistica Multivariada para a interpretacdo dos
resultados, empregando-se Analise de Componentes Principais (ACP) e Analise de
Agrupamentos (AA). Para isto, foram utilizados os procedimentos “Multivariate
Exploratory Techniques” — “Cluster Analysis” e “Principal Componentes &
Classification Analysis”, do programa computacional Statistica 6.0. Os dendogramas
foram obtidos por estratégia de agrupamento nao-ponderado aos pares e
considerando-se a distdncia euclidiana como coeficiente de semelhanga. A
classificagao das proteinas foi avaliada por ANOVA e para comparar a diferenca das

médias, o teste de Tukey com intervalo de confianga de 95% (p<0,05) foi usado.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Carboidratos

As fibras de cotilédones de soja apresentaram concentragdes de
agucares totais de 19,7mg/g (FAO) e 21,2mg/g (FAM), que representam os agucares
livres, enquanto que a grande maioria dos agucares esta associada formando os
polissacarideos. Além disso, muitos carboidratos soluveis foram retirados, por
centrifugacéo, durante o processo industrial de obtencdo das fibras de cotilédones.
Karr-Lilienthal et al (2005) relataram que em dez amostras de graos de soja, 0s
agucares livres encontrados foram galactose, glicose e frutose, com o total variando
de 0,7mg/g a 4,7mg/qg.

Com o fracionamento do material de parede celular das duas
amostras de fibras alimentares (Tabela 1) foi observado que o componente
majoritario foi a hemicelulose, totalizando 59% na amostra original e 51% na
micronizada. A extragao de hemicelulose foi realizada em trés etapas para ser mais
eficiente. A primeira extragdo removeu os polissacarideos mais soluveis e promoveu
o intumescimento das amostras. A segunda extracdo removeu hemiceluloses de
baixo grau de polimerizagao (~100), enquanto que as hemiceluloses com maior grau
de polimerizagao (~200) requerem uma solucao de alcali mais forte, sendo retiradas
na terceira extracdo (Selvendran e O’Neill, 1987). Ouhida et al (2002) também
encontraram mais hemicelulose na fragdo insoluvel da farinha de soja, mas as
quantidades do fracionamento foram diferentes, 40% de hemicelulose, 34% de

pectina e 10,7% de celulose.
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Tabela 1 — Rendimento do fracionamento da parede celular da fibra de soja (%).

Fracdes FAO FAM

Pectina 13,2 +1,3 15,4 +4,0
Hemicelulose (extraida em NaOH 0,1M) 12,4 +0,5 13,2 +0,2
Hemicelulose (extraida em NaOH 1M) 8,1 10,7 7,8 0,7
Hemicelulose (extraida em NaOH 4M) 38,5 +2,1 30,1 £5,2

Celulose 8,4 +1,6 8,5 10,8

FAO-= fibra alimentar original; FAM= fibra alimentar micronizada.

Média + desvio padrao de analises em ftriplicata.

A pectina das duas amostras de fibras foi extraida com oxalato de
amoénio para ter a minima degradagdo possivel e maximo poder quelante dos
cations Ca e Mg, complexados com os residuos dos &cidos galacturdnicos
(Selvendran e O’Neill, 1987). Esta fracao rendeu 14%, em média, estando coerente
com Karr-Lilienthal et al (2005), pois os autores comentaram que em parede celular
de soja pode haver até 20% de acidos galacturdnicos. Stombaugh et al (2000)
avaliou paredes celulares de quatorze variedades de soja, encontrando, em média,
10% de pectina, no entanto os autores definiram esta fragdo como a soma de
galactose, arabinose, ramnose, fucose e acidos urénicos. Os acidos urbénicos das
fiboras de cotilédones de soja foram quantificados nas fragcdes pécticas e
presumidamente considerados, sendo essencialmente do tipo galacturbnico. As
duas amostras apresentaram a mesma quantidade 17,1mg/g, cujo valor € muito
similar ao encontrado na farinha de soja (1,58%), de uma dieta para aves, na qual
era a unica fonte de polissacarideos (Karr-Lilienthal et al, 2005). Stombaugh et al
(2000) encontrou valores superiores, 24mg/g. Huisman et al (1998) comentaram que
90% dos acidos urénicos presentes na farinha de soja estado na fragao insoluvel, isto
pode ser uma indicagdo da complexidade ou diversidade das moléculas pécticas na
parede celular.

A celulose representou o componente minoritario da FAO e FAM
(8,5%), porque esta fracdo esta localizada predominantemente nas cascas de soja
(Stombaugh et al, 2000). Ouhida et al (2002) encontraram 10,7% de celulose nos
cotilédones, mas as amostras incluiam as cascas, e comentaram que a maior parte

da glicose estava na fragdo insoluvel das cascas. Brillouet e Carré (1983)
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encontraram 11% de celulose, mas os autores usaram outro método de analise,
hidrolisando a parede celular com TFA (acido trifluoroacético) para a obtengao desta
fracdo. A lignina teve, em média, 22%, mas esta fragdo esta superestimada, porque
durante a delignificac&o, carboidratos (5-10%), compostos fendlicos e glicoproteinas
ricas em hidroxiprolina sao solubilizados em clorito sddico, o reagente usado para a
delignificagdo (Selvendran e O’Neill, 1987). Brillouet e Carré (1983) encontraram
menores quantidades de lignina (3,7%) ao analisar paredes celulares do grdo de
soja, porém usaram metodologias diferentes, a farinha dos graos foi primeiramente
hidrolisada com proteases e amilases e a lignina analisada por espectrofotometria.
Para uma avaliagdo em conjunto da capacidade de caracterizagao
das amostras de fibras alimentares, utilizando a composicdo de monossacarideos,
empregou-se a Andlise de Componentes Principais (ACP) e a Analise de
Agrupamentos (AA). O primeiro (A, = 4,24) e segundo componentes (A =1,19)
explicaram, em conjunto, 90,5% da variabilidade dos dados (Figuras 1 e 2). As
equacdes (1) e (2), obtidas pelos loadings ou autovalores dos CPs, geraram as

coordenadas (escores) do grafico de componentes principais (Figura 1).

CP1 = 0,922 fucose + 0,963 arabinose/ramnose + 0,957 galactose - 0,978 glicose +
0,768 xilose + 0,012 manose (1)
CP2 = 0,299 fucose + 0,131 arabinose/ramnose - 0,082 galactose + 0,102 glicose -
0,277 xilose - 0,994 manose (2)
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Figura 1 — Projecao das variaveis nos Componentes Principais 1 e 2.

Com o grafico bidimensional da ACP e o dendograma da AA (Figuras
2 e 3), foi possivel verificar a distincdo de dois grandes grupos: (1) fracdo da
celulose e (2) fracbes da pectina e das hemiceluloses (fracbes soluveis em NaOH
0,1M; NaOH 1M e NaOH 4M). As amostras do grupo 1 ficaram isoladas das demais,
pois a fracao de celulose é constituida somente de glicose. No grupo 2 houve a
separacao das amostras da fracdo de NaOH 1M, porque a FAO apresentou mais
glicose e manose e menores niveis de arabinose/ramnose, provocando o
deslocamento da amostra para baixo e para a esquerda do grafico. As duas
amostras de fibras apresentaram composicdo de monossacarideos similar nas
fragdes de hemicelulose, extraidas com NaOH 0,1M e NaOH 4M, e celulose. Na
pectina, a FAO apresentou mais xilose e manose do que a FAM, por isso ficou
locada mais abaixo. Estas diferencas podem ser pelo uso de diferentes variedades
de soja no processamento, pois sendo as fibras produtos industriais, ndo se tém
conhecimento de quais variedades foram utilizadas e a amostra original pode ser de
variedade diferente da micronizada. Stombaugh et al (2003) analisando treze
cultivares de soja, quanto aos monossacarideos, encontraram diferengas nas

composi¢des devido as variedades.



65

4
3t
21
L, T T T T T T T T T T T ~
P 2 \
/
1 19 . 72
X ! | | " |
) [
~ ‘ !
) | 1 A3 |
T 0 T ] I |
; | [ |
o : 6 |
1 | . |
! |
|
! |
2F : :
i 9 |
[ )
3 \\ 7777777777777 7
4 L
-6 5 4 3 2 1 0 1 2 3 4 5 6

CP 1:70,69%
1: FAO pectina; 2: FAM pectina; 3: FAO NaOH 0,1M; 4: FAM NaOH 0,1M; 5: FAO
NaOH 1M; 6: FAM NaOH 1M; 7: FAO NaOH 4M; 8: FAM NaOH 4M; 9: FAO celulose;
10: FAM celulose.
Figura 2 — Analise de Componentes Principais obtidos a partir dos

dados cromatograficos para analise de monossacarideos.
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Figura 3 — Dendograma da Analise de Agrupamento obtido a partir dos
dados cromatograficos para analise de monossacarideos.
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Os principais monossacarideos das fibras alimentares de soja foram
galactose, glicose e arabinose/ramnose (Figuras 4 e 5), o que esta de acordo com
relatos de literatura. Independentemente da metodologia utilizada, galactose,
glicose, arabinose e acidos urbnicos s&o os principais componentes, encontrados
em polissacarideos de parede celular de cotilédones de soja, enquanto que xilose,
ramnose e fucose sdo encontrados em menores quantidades. Os polissacarideos
geralmente s&o avaliados quanto aos teores de monossacarideos e acidos urénicos,
0s quais indicam a presenca das fragdes, ou sao determinados como fibras
alimentares totais, soluveis e insoluveis, para apds serem hidrolisados e entao
avaliar os monossacarideos (Brillouet e Carré, 1983; Huisman et al, 1998; Mullin e
Xu, 2000; Ouhida et al, 2002; Stombaugh et al, 2000).
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Figura 4 — Quantidades dos monossacarideos em cada fragdo da fibra de
cotilédones de soja original (%).
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Fibra de Soja Micronizada

120

80 -

60 -

Percentuais

40

100 - M
B Fucose
O Arabinose/Ramnose

|- .II 0O Galactose

Pectina NaOHO,1M  NaOH1M  NaOH4M Celulose| O Glicose
B Xilose

B Manose

20 -

Fracdes da Parede Celular

Figura 5 — Quantidades dos monossacarideos em cada fragédo da fibra de
cotilédones de soja micronizada (%).

Os compostos de parede celular, pectina, celulose e hemicelulose,
sdo materiais higroscopicos, classificados como fibras alimentares insoluveis, e
estdo relacionados com as propriedades funcionais dos alimentos, por apresentar
como principal caracteristica fisico-quimica a propriedade de hidratacdo e
intumescimento (Lopez et al, 1996). Esta propriedade tem sido relacionada com os
efeitos fisioldgicos proporcionados a quem ingere a quantidade diaria recomendada
de fibras totais (25-30g), sendo que 75% devem estar na forma insoluvel. Os
beneficios descritos sdo: aumento da saciedade, regulagdo do transito intestinal,
aumento do volume fecal (principalmente as insoluveis), redugdo do colesterol,
aumento na excregao de sais biliares e prevencao de algumas doencgas, incluindo o

cancer de célon (principalmente as soluveis) (Tharanathan e Mahadevamma, 2003).

Proteinas

A classificagdo protéica dos ingredientes alimentares derivados de
soja foi realizada homogeneizando-os em diferentes solventes para obter as fragdes
de proteinas extraidas em solucéo salina, agua, etanol, solucéo alcalina e o residuo

(Tabela 2). As quantidades de proteinas extraidas da farinha desengordurada, do
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concentrado protéico e das fibras de cotilédones apresentaram diferenca estatistica
entre todas as fragdes solubilizadas e nos residuos das extragdes, com excecao dos

percentuais solubilizados pelo etanol na farinha e no concentrado.

Tabela 2 — Proteinas de ingredientes de soja extraidas com diferentes solventes (%
de proteinas soluveis em relacéo as proteinas totais).

Extracao Extracdo  Extracdo Extracdo com

Amostras com NaCl com agua com etanol NaOH Residuo
46,72° 6,26° 2,96° 18,40° 26,31°
Farinha +1,95 +0,20 +0,19 +0,24 +3,62
10,26° 2,69¢ 1,49° 47,087 36,96°
Concentrado +0,47 +0,36 +0,19 +3,22 +3,85
25,12° 16,78° 9,12° 30,46° 16,78°
FAO +0,42 +1,25 +0,95 +0,06 +0,45
17,51° 9,07° 6,08° 37,88° 26,82°
FAM +1,08 +0,77 +0,98 +0,57 +2,38

FAO-= fibra alimentar original; FAM= fibra alimentar micronizada.
Média de trés extragdes determinadas em duplicata + desvio padrdo, em base seca

Médias seguidas pela mesma letra, nas colunas, n&o diferiram ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.

A farinha desengordurada de soja tinha 69% de proteinas, sendo a
maior parte passivel de extracdo com solugao salina. O concentrado protéico tinha
76% de proteinas e a maior fragao foi extraida em solugéo alcalina, assim como as
amostras de fibras de cotilédones, que inicialmente tinham 24% (original) e 43%
(micronizada) de proteinas. As proteinas que constituem o residuo devem estar
associadas com outros compostos e ndo foram extraidas com os quatro solventes
utilizados. O concentrado apresentou o maior percentual de proteinas nao extraiveis,
seguido pela fibra alimentar micronizada e a farinha, a menor quantidade desta
fracdo estava na fibra alimentar original.

As principais proteinas da soja sao classificadas como globulinas,
extraidas em solugdo salina e no grao esta fragdo pode corresponder até 80% do
total destas macromoléculas (Liu, 1997). A farinha desengordurada, que é o primeiro
produto sélido gerado no processamento da soja, teve a maior quantidade de

proteinas nesta fragao, pois foi a amostra com menor grau de processamento. As
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outras amostras podem ter sido afetadas pelo processamento subseqliente, que
pode alterar as propriedades funcionais das proteinas, incluindo a solubilidade. Além
disso, alguns polipeptideos podem ser extraidos em outra classe, devido as
associacbes com outras proteinas ou permanecer no residuo insoluvel quando
associados a outros compostos (Liu, 1997).

Os percentuais de proteinas extraidas das fibras de cotilédones de
soja, neste trabalho, foram diferentes dos encontrados em cotilédones de beach pea
(Lathyrus maritimus L.), uma leguminosa com 43% de proteinas e que contém
amido. Chavan et al (2001) relataram que a maior fragdo de proteinas foi extraida
com solugao salina (62%), seguida pela extragao alcalina (19%) e pela agua (15%),
mas os autores também encontraram o menor percentual de extragdo em etanol
(3%). Estas variagdes sdo explicadas pelas diferengas das leguminosas e também
porque os autores fizeram o processamento de separagdo dos cotilédones em
laboratdério, manualmente e logo apds a colheita, sem os processamentos sofridos
pela FAO e FAM.

Os quatro ingredientes alimentares derivados de soja apresentaram
as proteinas majoritarias da leguminosa, B-conglicinina e glicinina, respectivamente,
globulinas 7S e 11S (Figura 6). A B-conglicinina é constituida de subunidades a, a’ e
B, com pesos moleculares de 84, 72 e 51KDa, respectivamente e a glicinina tem
subunidades acidas (36-40KDa) e basicas (18-20KDa) (Garcia et al, 1997; Riblett et
al, 2001). A glicinina € a maior fracdo das proteinas totais do grao, 25-35%, é
composta por no minimo, seis subunidades nao idénticas, totalizando um peso
molecular de 350KDa, cada subunidade tem um polipeptideo acido associado a um
basico por ligagdes dissulfeto e ligagdes de hidrogénio (Garcia et al, 1997; Liu, 1997,
Sathe et al, 1987). Uma banda de menor intensidade foi verificada ao redor de
15KDa, nas quatro amostras, provavelmente é uma subunidade da glicinina, a qual
também foi verificada por Riblett et al (2001) quando avaliaram as fragbes 7S e 11S
separadamente, esta fracdo foi revelada somente nas corridas de glicinina, com
baixa intensidade. Devido a diferengas na composigéo e estrutura, as globulinas 7S
e 11S exibem diferengcas nas caracteristicas nutricionais e funcionais: todas as
subunidades da B-conglicinina sao glicoproteinas, contendo 4-5% de carboidratos, e
somente uma pequena porgao de glicinina é glicosilada; a 11S tem 3 a 4 vezes mais
metionina e cisteina do que a 7S e melhor formagao de gel, enquanto que a 7S tem

melhor capacidade emulsificante (Liu, 1997).
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Figura 6 — Eletroforese dos ingredientes alimentares
derivados de soja.

A farinha desengordurada é o primeiro produto sélido apds a retirada
do dleo, portanto rico em proteinas e o concentrado protéico € produzido com as
proteinas soluveis da soja, principalmente B-conglicinina e glicinina. As fibras de
cotilédones de soja sédo ricas em carboidratos, mas o segundo componente é
proteina (28%), nas quais foi verificada uma fragédo remanescente de 7S e 11S, que
devido aos varios processos sofridos podem ter tido a solubilidade diminuida,
permanecendo na fracdo insoluvel. Estas proteinas podem n&o terem sido
totalmente solubilizadas no processo de obtencdo do isolado protéico, pois a
solubilizacdo ocorreu em pH 7-10 e a precipitacdo em pH 4,5, e segundo Liu (1997)
o pH utilizado para a solubilizagéo € 6,4 (11S) e 6,2 (7S) e a precipitacdo de 90% da
fracao 11S ocorre em pH 5,5, enquanto que em pH 4,5 a precipitacdo é constituida
de 70% da 7S e 30% da 11S. Devido a presenca destas proteinas, as fibras de
cotilédones tiveram maior solubilidade em pH 6 e 7, original 7,7% e micronizada
10,6%, quando o efeito do pH na solubilidade protéica foi avaliado.

A eletroforese das proteinas das fibras também mostrou bandas com
peso molecular proximo aos 30KDa, que provavelmente, sao glicoproteinas de
parede celular ricas em hidroxiprolina, extensinas, segundo Kleis-San Francisco e
Tierney (1990) estas proteinas tém peso molecular de 30 a 33 KDa e tém a mesma

quantidade de hidroxiprolina e prolina. Averyhart-Fullard et al (1988) avaliou
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proteinas de parede celular de soja ricas em hidroxiprolina pela constituicado de
aminoacidos, 20% eram hidroxiprolina e 20% eram prolina, além destes, estas
proteinas s&o ricas em serina, histidina e valina. A hidroxiprolina dos ingredientes
alimentares foi quantificada, as amostras de fibras de cotilédones tiveram
quantidades superiores (original 381,9ug/g e micronizada 359,3ug/g), as amostras
protéicas (concentrado 218,2ug/g e farinha 191,5ug/g), mesmo tendo menores
quantidades de proteinas, média de 28% nas fibras e 72% nos ingredientes
protéicos. Estes resultados confirmam a presenca de proteinas de parede celular e
indicam que estas macromoléculas permanecem associadas aos outros compostos
de parede celular. As extensinas sao os componentes majoritarios da parede celular
primaria, podendo conter 40% de hidroxiprolina, que esta associada com arabinose
na parede celular da soja. Durante o desenvolvimento do grdo de soja a maioria das
extensinas (30%) pode ser extraida por solu¢des salinas, no entanto, quando o gréo
€ dessecado estas proteinas tornam-se insoluveis devido a mudancgas irreversiveis
na conformagéo da parede durante a secagem (Cassab e Varner, 1988; Waldron et
al, 2003).
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CONCLUSOES

Os dois compostos majoritarios da fibra de cotilédones de soja foram
caracterizados. A maior fracao de carboidratos € a hemicelulose. Com a constituicao
dos monossacarideos das fragdes houve a distingdo de dois grupos: (1) celulose e
(2) pectina e hemiceluloses, sendo galactose, glicose e arabinose/ramnose, 0s
principais componentes das amostras. A maioria das proteinas da farinha
desengordurada de soja foi extraida em solugéo salina e a solugao alcalina extraiu a
maior quantidade de proteinas do concentrado protéico e das fibras de cotilédones.
Na eletroforese dos quatro ingredientes alimentares derivados de soja foi constatada
a presencga das proteinas majoritarias, B-conglicinina e glicinina, além de bandas
com peso molecular proximo aos 30KDa nas fibras dos cotilédones, sendo

provavelmente glicoproteinas de parede celular, ricas em hidroxiprolina.
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5.3 HIDROLISE ENZIMATICA DE FIBRAS DE COTILEDONES DE SOJA [GLYCINE MAX (L.)

MERRILL] E CARACTERIZACAO DAS FRACOES SOLUVEIS E SOLIDAS

RESUMO

Apdés a determinagdo das melhores condigbes, fibras alimentares obtidas de
cotilédones de soja, original (FAO) e micronizada (FAM), foram hidrolisadas
enzimaticamente com carboidrase (Viscozyme L — Novozymes) utilizando 200uL/g,
durante 12 horas sob agitacdo a 30°C, e com protease (P3910 — Sigma) utilizando
150uL/g durante 5 horas sob agitacado a 55°C. A fragao sélida das fibras hidrolisadas
com carboidrase apresentou maior quantidade de proteinas e aumento nas
propriedades de hidratagao: solubilidade, indice de absorgdo de agua e volume de
intumescimento; a fragdo soluvel foi composta de 73% dos carboidratos e 50% dos
acidos urbnicos da quantidade inicial das amostras. A protease solubilizou 54% do
total das proteinas das amostras, formando peptideos com peso molecular menor
que 10 KDa e uma banda de peso molecular proximo aos 25KDa, provavelmente a
glicoproteina de parede celular, rica em hidroxiprolina, parcialmente hidrolisada e
uma fragao solida contendo 76% de fibras alimentares totais. A eletroforese revelou
as proteinas maijoritarias da soja, B-conglicinina e glicinina nas fibras alimentares
nao hidrolisadas. As analises por microscopia eletrébnica de varredura confirmaram
que a amostra micronizada € constituida por particulas menores em relagao a fibra
alimentar original. A estrutura fisica da amostra original hidrolisada com protease
ficou mais porosa superficialmente do que a fibra micronizada e a solubilizagado das
proteinas parece ter deixado as amostras menos compactadas do que a

solubilizacdo dos carboidratos.

Palavras-Chave: fibras alimentares, enzimas, microscopia eletrénica de varredura,

eletroforese, hidrolisados.
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INTRODUCAO

Fibra dos cotilédones de soja é a fragao insoluvel do processamento
do isolado protéico, constituida principalmente de polissacarideos de parede celular.
As fibras alimentares sao definidas como macromoléculas resistentes a digestao
pelas enzimas do trato gastrointestinal humano e s&o essencialmente compostas de
componentes de parede celular, tais como polissacarideos e lignina. As fibras
proporcionam efeitos fisioldégicos a quem ingere a quantidade diaria recomendada de
fibras totais (25-30g), sendo que 75% desta quantidade deve ser fibra insoluvel,
além de apresentar propriedades funcionais. A principal caracteristica fisico-quimica
€ a propriedade de hidratacido, possivelmente pela presengca de componentes de
fibras alimentares insoluveis, como celulose, hemicelulose e lignina, que séao
materiais higroscopicos (Auffret et al, 1994; Lopez et al, 1996; Tharanathan e
Mahadevamma, 2003). No entanto, processos tecnologicos, como moagem,
secagem, aquecimento e extrusdo modificam as propriedades fisicas da matriz,
afetando as propriedades de hidratagao (Guillon e Champ, 2000).

A incorporacdo de fibras em alimentos pode causar modificacbes
indesejaveis, particularmente quanto ao sabor e textura, por isso estes
polissacarideos tém sofrido tratamentos antes do uso para alterar a complexa
estrutura fisica existente em compostos de parede celular (Marsman et al, 1997;
Tharanathan e Mahadevamma, 2003). Modificagbes intencionais podem ser por
tratamentos quimicos, mecanicos, enzimaticos ou térmicos, com objetivos de
aumentar a funcionalidade e a disponibilidade de nutrientes, produzir hidrolisados
com peptideos definidos, isolar peptideos fisiologicamente ativos e remover sabores
ou odores, assim como compostos téxicos (Lahl e Braun, 1994). A hidrdlise
enzimatica € preferida em produtos alimenticios porque pode ser controlada,
havendo uma alteracdo total, parcial ou especifica, dependendo do interesse.

Apds a hidrdlise, os polissacarideos de parede celular tém aumento
de fibras soluveis; aumento do volume de intumescimento das fibras insoluveis,
provavelmente pelo aumento da porosidade, e maior ou menor absorgdo de agua,
dependendo do tamanho e da distribuicdo dos poros (Guillon e Champ, 2000).
Também aumenta a digestibilidade dos componentes da parede celular, por produzir

compostos mais soluveis (Karr-Lilienthal et al, 2005). O efeito nas proteinas é
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percebido, principalmente nas propriedades funcionais, aumento da solubilidade, da
capacidade emulsificante e espumante; além de melhorar a disponibilidade dos
aminoacidos (Fischer et al, 2001; Tsumura et al, 2005).

O objetivo do trabalho foi hidrolisar enzimaticamente fibras de
cotilédones de soja, usando carboidrase e protease comercial, e caracterizar os

hidrolisados soluveis e solidos.

MATERIAL E METODOS

A matéria-prima utilizada foi fibra de cotilédones de soja, fibra
alimentar original (FAO) e fibra alimentar micronizada (FAM), fornecidas pela
empresa Solae Company (Esteio/RS). As enzimas utilizadas foram carboidrase de
Aspergillus aculeatus Viscozyme L (Novozymes), atividade 100unidades/mL, lote
KTNO02106 e protease de Bacillus licheniformis P3910 (Sigma), E.C. 3.4.21.14.

Planejamento experimental: O experimento fatorial escolhido foi 2°
mais dois pontos centrais, totalizando 10 experimentos, realizados em duplicata e

aleatoriamente (Tabela 1).
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Tabela 1 — Planejamento da hidrélise de carboidratos e proteinas de fibras de
cotilédones de soja (experimento fatorial 2° com dois pontos centrais,
variaveis codificadas e nao codificadas).

Carboidratos Proteinas
Experi- Xl1lconcen- X2tempo de X3 X1 concen- X2tempo de X3
mento  trag&o (L) hidrélise tempera- tracéo (uL) hidrélise tempera-
(min) tura (°C) (min) tura (°C)
1 -1 (100) -1 (20) -1 (30) -1 (50) -1 (20) -1 (55)
2 +1 (200) -1 (20) -1 (30) +1 (150) -1 (20) -1 (55)
3 -1 (100) +1 (40) -1 (30) -1 (50) +1 (40) -1 (55)
4 +1 (200) +1 (40) -1 (30) +1 (150) +1 (40) -1 (55)
5 -1 (100) -1 (20) +1 (50) -1 (50) -1 (20) +1 (65)
6 +1 (200) -1 (20) +1 (50) +1 (150) -1 (20) +1 (65)
7 -1 (100) +1 (40) +1 (50) -1 (50) +1 (40) +1 (65)
8 +1 (200) +1 (40) +1 (50) +1 (150) +1 (40) +1 (65)
9 0 (150) 0 (30) 0 (40) 0 (100) 0 (30) 0 (60)
10 0 (150) 0 (30) 0 (40) 0 (100) 0 (30) 0 (60)

Para a hidrélise dos carboidratos o pH da solugéo extratora (agua) foi
fixado em 5,510,1 e ajustado com NaOH 5% e HCI 10%. Os fatores avaliados foram:
concentragdo de enzima (100uL, 150uL e 200uL por grama de amostra), tempo de
hidrolise (20, 30 e 40 minutos) e temperatura (30°C, 40°C e 50°C). Para a hidrélise
das proteinas o pH da solugao extratora (agua) foi fixado em 7,5+0,1 e ajustado com
as mesmas solugdes do ensaio para os carboidratos. Os trés fatores avaliados
foram: concentragdo de enzima (50upL, 100uL e 150uL por grama de amostra),
tempo de hidrdlise (20, 30 e 40 minutos) e temperatura (55°C, 60°C e 65°C). As
hidrolises foram realizadas com agitacdo em Banho Dubnoff T-053 TECNAL.

Os carboidratos soluveis foram determinados pelo método fenol-
sulfurico, segundo Dubois (1956), quantificados por absor¢do em Espectrofotémetro
UV-visivel Cintra 20 a 490nm, usando uma curva de calibragdo de 10 pontos, com

concentracdo de 10 a 100ug de glicose e com R? = 0,9961. As proteinas soluveis
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foram determinadas segundo Lowry (1951), quantificadas por absorcdo em
Espectrofotdbmetro UV-visivel Cintra 20 a 490nm, usando uma curva de calibragao
de 10 pontos, com concentracdo de 40 a 400ug de albumina de soro bovina e com
R? = 0,9929. Nas amostras sem tratamento foram determinados carboidratos e
acidos urénicos soluveis em etanol 80% e proteinas soluveis em agua (ponto inicial).
Em amostras completamente hidrolisadas (ponto final), para os carboidratos totais
foi realizada uma hidrélise com acido sulfurico 72% em autoclave por 1 hora e para
proteinas, Microkjeldahl (usando sulfato de cobre e sulfato de potassio como
catalisadores e calculadas com fator de correcéo 6,25).

Apos obter a indicacdo das condigdes com as maiores solubilizacbes
foram realizados novos experimentos para definir qual o tempo de hidrélise
necessario para maximizar a solubilizacdo de carboidratos e proteinas. Para a
solubilizacdo dos carboidratos foi utilizada a carboidrase em concentragcdo de
200uL/g de amostra e a temperatura de hidrélise foi 30°C. Para a solubilizagao das
proteinas foi utilizada a protease em concentracdo de 150uL/g de amostra e a
temperatura de hidrolise foi 55°C. As analises foram realizadas de hora em hora,
com o ponto inicial apés 30 minutos de hidrélise, em banho-maria, como descrito
anteriormente, assim como o ajuste do pH da solugao extratora (agua). O ponto final
da hidrélise enzimatica foi definido experimentalmente, verificando-se o menor
tempo para obter a maxima solubilizagdo. As fragdes soluveis foram determinadas
com os métodos acima citados.

Analise dos hidrolisados: Apos a verificagdo dos menores tempos
de hidrdlise para obter o percentual maximo de carboidratos e proteinas soluveis,
foram realizados novos ensaios, com as condi¢des ideais, para a caracterizacdo das
fracdes soluveis e sdélidas. Os residuos soélidos, apds as hidrélises, foram secos em
uma fina camada sobre |amina de vidro em estufa com circulagao e renovacgéao de ar
TE-394/3 TECNAL a 30°C. Os sélidos foram recuperados e triturados em moinho
para pequenas amostras IKA A11 basic QUIMIS. Nos sélidos oriundos da acao da
carboidrase foram determinadas proteinas totais, que foram avaliadas para
funcionalidade e peso molecular (por eletroforese). As fragbes solidas da hidrdlise
com a protease foram avaliadas quanto aos teores de proteinas totais usando o
método de Microkjeldahl e de fibras alimentares soluveis, insoluveis e totais, com a
metodologia enzimatica-gravimétrica segundo o método n° 985.29 da AOAC (1995)

usando o kit de ensaio de fibra alimentar total da Sigma (TDF 100A) e tampao
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fosfato 0,08M pH 6. Na fracdo soluvel da hidrolise com a carboidrase foram
determinados carboidratos totais e acidos urbnicos e a fracdo oriunda do ensaio com
protease foi caracterizada por eletroforese. A estrutura fisica dos hidrolisados
sélidos, assim como das amostras ndo hidrolisadas, foram avaliadas por microscopia
eletrénica de varredura.

Solubilidade em diferentes pHs: Um grama de amostra foi
suspensa em 25mL de solugdes tampao Mcllvaine em pH 3,0; 4,0; 5,0; 6,0 e 7,0, e
agitada por 30 minutos em shaker horizontal Marconi MA830/A (125 rpm a
temperatura ambiente). Apds centrifugacao (3000 rpm por 20 minutos, em centrifuga
Harrier 15/80 MSE), as amostras foram filtradas em papel filtro Whatman n° 3. No
sobrenadante foi determinada proteina, pelo método de Microkjeldahl, usando uma
aliquota de 2mL.

%proteina soluvel = Proteina soluvel no sobrenadante x 100

Proteina total

Volume de intumescimento: um grama de amostra foi misturado
com excesso de agua destilada em proveta de 100 mL. A suspenséo foi
continuamente agitada por 2 horas com barra magnética e posteriormente deixada
em repouso para completa decantagdo. O volume ocupado pela amostra na proveta
foi denominado volume de intumescimento e foi expresso em mL/grama de matéria
seca.

indice de absorcdo de &agua: dois gramas de amostra foram
misturados com 20 mL de agua destilada a temperatura ambiente em tubos de
centrifuga, previamente pesados, foram continuamente agitados durante 30 minutos
em agitador horizontal Marconi MA830/A (75 rpm a temperatura ambiente), e
centrifugados a 3000 rpm por 10 minutos em centrifuga Harrier 15/80 MSE. O
sobrenadante de cada tubo foi descartado e o sedimento umido pesado. O IAA foi
obtido através da razao entre o peso do sedimento umido e o peso da matéria seca,
€ expresso em gramas de agua absorvida / grama de matéria seca.

indice de absorcdo de 6leo: foi determinado como o indice de
absorgao de agua, substituindo a agua por 6leo de soja comercial.

Capacidade emulsificante: um grama de amostra e 50mL de agua
destilada foram homogeneizados por 30 segundos e adicionado 6leo de soja a uma
taxa de 10mL/min e misturados com shaker DIAX 600 Heidolph, em velocidade

maxima. O ponto de inversao de fase foi registrado visualmente com a liquefacéo da
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emulsdo. A capacidade emulsificante foi calculada como a quantidade de odleo
emulsificado por grama de amostra.

Atividade emulsificante: um grama de amostra, 10 mL de agua
destilada e 10 mL de éleo de soja comercial foram emulsificados em um béquer de
100 mL com shaker DIAX 600 Heidolph por 1 minuto, em velocidade maxima. A
suspensao foi centrifugada em tubos graduados a 3600 rpm por 10 minutos em
centrifuga Harrier 15/80 MSE, onde o volume da camada emulsificada e o volume
total foram lidos.

Atividade emulsificante = V da camada emulsificada x 100

V total no tubo

Eletroforese: foi realizada segundo Marsman et al (1997) e
Maruyama et al (2003). As amostras foram extraidas em solugdo tampéao Tris-HCI
62,5mM, pH 6,8, 2% de SDS, 1% de B-mercaptoetanol e 10% de glicerol, durante 1
hora sob agitacdo com barra magnética, apos foram centrifugadas a 10000 rpm por
30 minutos a 10°C. No sobrenadante foram quantificadas as proteinas totais por
Microkjeldahl. Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) foi usado para a analise (gel
separador 12% e gel concentrador 4%). Uma aliquota contendo 2mg de proteina foi
diluida em tampao de amostra e utilizada para a corrida em corrente elétrica de
100V. As bandas eletroforéticas foram reveladas e fixadas com solugdo metanol
40%, acido acético 10% e agua 50%, contendo 0,1% de corante Coomassie
Brilhante Blue. O excesso do corante foi retirado com solugdo metanol 40%, acido
acético 10% e agua 50%. O padrao utilizado foi o BenchMark Protein Ladder
INVITROGEN, com bandas de 10 a 220KDa.

Microscopia eletronica de varredura: as amostras secas foram
colocadas sobre uma fita de carbono dupla face, a qual foi colada em “stubs”. As
amostras foram recobertas com ouro em metalizador BAL-TEC SCD 050 Sputter
Coater e observadas em Microscopio Eletronico de Varredura Quanta 200 (FEI) da
Philips, sob tensido de 20KV.

Densidade direta: foi determinada diretamente, utilizando um cilindro
de vidro graduado para medir 9 mL, este volume foi pesado e a densidade foi
calculada pela razao de peso e volume e expressa em g/mL.

Andlise estatistica: o planejamento experimental foi gerado e

avaliado pelo programa Statistica 5.1. Os resultados das amostras foram avaliadas
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por ANOVA e para comparar a diferenca das médias, o teste de Tukey com intervalo

de confianga de 95% (p<0,05) foi usado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O experimento fatorial indicou os fatores e niveis que produziram
maior solubilizacdo e se haviam interagdes entre os fatores. As médias dos
experimentos (Tabela 2), com a avaliagdo estatistica, indicaram efeito positivo da
concentracdo de enzima na producgao de carboidratos soluveis. O nivel superior de
concentragdo enzimatica (experimentos 2, 4, 6 e 8) teve um efeito positivo na
solubilizacdo dos carboidratos de 2,8% para FAO e 2,2% para FAM, quando
comparado a menor concentragao de enzima.

As proteinas soluveis da FAO tiveram efeito positivo de 10,2%
quando usado o maior nivel de concentracdo enzimatica e 8% com maior tempo de
hidrolise. Para a amostra micronizada houve interacdo entre tempo e temperatura,
se usados nos maiores niveis (experimentos 7 e 8) houve efeito positivo de 6,8% em
proteinas solubilizadas. Outra interagcdo foi entre concentragdo de enzima e
temperatura de hidrélise que produziu efeito positivo de 9,5% quando um dos fatores
fosse utilizado no nivel superior e outro no inferior, mas quando a concentragao foi

utilizada no maior nivel o efeito positivo foi de 12% (experimentos 2 e 4).
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Tabela 2 — Carboidratos e proteinas soluveis das fibras de cotilédones, apds
hidrolise enzimatica (experimento fatorial 2% mais dois pontos centrais).

% Carboidratos Soluveis % Proteinas Soluveis
Experimentos FAO FAM FAO FAM
1 7415 9,8 0,3 15,4 0,6 26,5 +1,5
2 11,2 20,3 12,8 1,9 26,9 1,0 41,5 10,2
3 6,8 0,5 10,1 20,4 24,2 135 18,0 20,8
4 9,4 £0,1 13,4 0,3 36,3 +1,3 46,0 £1,2
5 6,6 20,4 11,3 0,8 19,9 0,5 28,6 1,6
6 9,7 0,2 13,4 +1,3 29,512 35,2 +0,3
7 7,505 11,5 £0,9 27,8 1,2 44,3 3,4
8 9,0 0,3 11,8 £1,1 35,3 10,5 42,6 £1,9
9 8,8 +0,3 13,5 £0,4 21,9 +16 26,0 0,2
10 10,2 £0,8 12,1 1,2 24,8 +0,6 26,2 2,3

FAO: fibra alimentar original. FAM: fibra alimentar micronizada
Médias dos experimentos realizados em duplicata. Carboidratos e proteinas soluveis, em relagdo ao

total destes compostos nas amostras, em base seca.

Um novo experimento de solubilizagdo dos carboidratos foi realizado
para saber qual o tempo necessario para a obtencdo da extracdo maxima dos
carboidratos, utilizando a concentragdo maxima de enzima (200uL/g) e a minima
temperatura de hidrélise (30°C), j& que este fator ndo apresentou influéncia (Figura
1). A solubilizagado dos carboidratos foi determinada por até 13 horas, mas a partir
das 7 horas de hidrdlise a fibra alimentar micronizada nao apresentou mais diferenca
estatistica, enquanto que a fibra alimentar original teve 0 mesmo comportamento a
partir das 10 horas de hidrélise. As duas amostras tiveram valor maximo de
solubilizacdo apds 12 horas de hidrdlise, original 68% e micronizada 70%, portanto

este foi considerado o menor tempo para obter a maior extragdo de carboidratos.
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Figura 1 — Tempo de hidrélise enzimatica para obter a solubilizagao
maxima dos carboidratos das fibras de cotilédones de
soja.

Para comparar a capacidade de hidrolise da enzima foram
determinados os acgucares soluveis nas amostras sem tratamento e foram feitas
hidrélises quimicas, com acido sulfurico 72%, presumidamente considerando que a
quantidade maxima de carboidratos da amostra seria hidrolisada. A quantidade de
carboidratos solubilizados pela acdo da enzima foi a mesma, na fibra micronizada
(70%), que a solubilizagdo promovida pela hidrélise quimica (Tabela 3). A amostra
original teve a solubilidade diminuida em 6% quando tratada enzimaticamente, isto
pode ter ocorrido pela diferenga no tamanho das particulas. Sendo assim, pode-se
dizer que esta enzima é adequada para hidrolisar os carboidratos das fibras de
cotilédones de soja, pois uma completa hidrolise ndo € conseguida, devido a

complexidade estrutural dos carboidratos da soja (Fischer et al, 2001).
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Tabela 3 — Médias dos carboidratos e proteinas soluveis antes do tratamento e apos
a hidrolise quimica (solubilidade em relagao ao total de cada composto).

% Carboidratos Soluveis % Proteinas Soluveis

Experimentos FAO FAM FAO FAM
Sem Tratamento 4,0 +0,1 8,5 +0,3 7,9 +0,6 13,3 +0,4
Hidrélise Quimica 73,9 £2,5 70,0 0,9 28,2* +0,2 27,6* +0,1

FAO: fibra alimentar original. FAM: fibra alimentar micronizada
Médias das determinacgdes realizadas em ftriplicata, em base seca.

* total de proteinas presentes na amostra, em base seca.

Para que o experimento do tempo fosse realizado com as duas
amostras, e assim obter a maxima solubilizacdo das proteinas, a temperatura ideal
foi baseada nos resultados da amostra micronizada, pois este fator ndo influenciou
na amostra original. Assim, foram utilizadas a maior concentragdo (150uL/g) e a
menor temperatura de hidrélise (55°C), evitando a desnaturagao protéica (Figura 2).
As duas amostras foram hidrolisadas por até 11 horas. A amostra original nao
apresentou diferencga estatistica a partir de 5 horas de hidrolise, onde a quantidade
de proteinas solubilizadas foi a mesma (61%). Para a amostra micronizada, o
maximo da extracdo (67%) ocorreu com 4 horas, portanto, o0 menor tempo para a
maxima solubilizagcao das proteinas das fibras de soja € de 5 horas.

Apoés a determinagdo dos menores tempos capazes de solubilizar os
maiores percentuais de carboidratos e proteinas, foi possivel a realizacido de novas
hidrolises, com as condi¢des ideais para a carboidrase e para a protease, tendo

como objetivo a caracterizagcao das fragdes soluveis e sdlidas.
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Figura 2 — Tempo de hidrélise enzimatica para obter a solubilizagao
maxima das proteinas das fibras de cotilédones de soja.

As fragdes solidas da hidrélise com carboidrase tiveram, em média,
62% a mais de proteinas do que as amostras antes da hidrélise (Tabela 4), portanto,
se ha interesse em aumentar rendimento em proteinas por extracéo, a aplicagao da
Viscozyme L poderia extrair quantidades adicionais de proteinas. A hidrolise
enzimatica afetou as propriedades tecnolégicas dos materiais soélidos resultantes da
hidrolise. O indice de absorgcdo de agua (IAA) foi menor apds a hidrdlise, enquanto
que o volume de intumescimento (VI) foi maior, provavelmente devido as mudancgas
na estrutura fisica ocorridas durante a hidrdlise, pois o IAA depende da conformacao
molecular, tamanho das particulas, numeros de sitios de ligagdo das moléculas e
forca de centrifugacdo e o VI depende da densidade, porosidade e solubilidade
(Auffret et al, 1994; Chou e Morr, 1979; Thibault et al, 1992). O VI da fragdo solida
da hidrélise da FAM foi menor que da FAO, provavelmente devido as diferencas
ocorridas em consequéncia da diminuicdo do tamanho das particulas pela
micronizagao. Guillon e Champ (2000) justificaram o aumento do volume de
intumescimento das fibras insoluveis, provavelmente pelo aumento da porosidade, e

a menor absorg¢ao de agua pelo tamanho e distribuigdo dos poros.
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Tabela 4 — Proteinas e propriedades funcionais da fragao sélida, carboidratos totais
e acidos urdnicos da fragédo soluvel das fibras dos cotilédones de soja
apo6s a hidrolise com a carboidrase, comparadas com as amostras nao
hidrolisadas.

Fracdes Sdlidas

Fracdes Soluveis

Amostras Proteinas IAA VI IAO AE Carboidratos  Acidos Urdnicos
(%) Totais (%) (mg/g)
FAO néo 28,2° 8,4° 17,2° 2,5%  524° 64,62 17,5°
hidrolisada +6,5 +0,2 +1,0 +0,1 +1,4 +0,2 +0,3
FAO apés a 45,5° 4,1° 31,0° 2,42 7,9° 47.8° 8,5"
hidrélise £1,6 £0,1 £0,3 £02 %12 £0,2 £0,1
FAM néo 27,6° 5,7° 18,0° 24%  53,0° 65,22 17,4°
hidrolisada 0,1 £0,1 £0,5 0,1 £0,3 +0,4 £0,1
FAM apés a 45,0° 3,3¢ 21,5° 2,42 9,4° 46,5° 8,1°
hidrélise £1,2 £0,1 £0,8 £02 %20 +£0,7 £0,1

FAO= fibra alimentar original; FAM= fibra alimentar micronizada. IAA= indice de absorgao de agua (g
agua absorvida/ g de amostra); VI= volume de intumescimento (mL de agua/ g de amostra); IAO=
indice de absorgao de 6leo (g 6leo absorvido/ g de amostra); AE= atividade emulsificante (%).

Médias de determinagbes em triplicata. Proteinas, carboidratos totais e acidos urdnicos, em base
seca.

Médias seguidas pela mesma letra, nas colunas, ndo diferiram ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.

O indice de absor¢ao de d6leo (IAO) ndo sofreu influéncia da hidrolise
enzimatica. A atividade emulsificante das fracdes sdlidas das fibras hidrolisadas foi
menor do que as amostras nao hidrolisadas e a capacidade emulsificante nao péde
ser verificada porque durante a determinagédo nao houve a formacao da emulsio. As
propriedades emulsificantes sao tipicas de produtos protéicos e estdo relacionadas
com a solubilidade, mas nao basta ter maior quantidade de proteinas com maior
solubilidade, é necessario ter aumento na razao hidrofobicidade/hidrofilicidade, pois
uma hidrofobicidade relativamente elevada favorece as caracteristicas
emulsificantes das proteinas da soja (Sgarbieri, 1998). Estas caracteristicas s&o
atribuidas principalmente a combinagdo de gordura aos grupos nao polares das
proteinas ou a disponibilidade de grupos lipofilicos (Padilla et al, 1996).
Provavelmente a agdo enzimatica, juntamente com a secagem das fragdes sdlidas

das fibras alimentares hidrolisadas com carboidrase, mudaram a conformagao e
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indisponibilizaram os grupos ndo polares das proteinas, ocorrendo associagdes
proteina-proteina, produzindo uma superficie compactada (Figura 4E e 4F).

A quantidade total dos acidos urdnicos, das fibras alimentares antes
da hidrolise, € a soma dos acidos quantificados na fragdo péctica (17,1mg/g) e na
extragdo com etanol antes do fracionamento (0,3mg/g). Huisman et al (1998)
comentaram que 90% dos acidos urbnicos da farinha de soja estdo na fragéo
insoluvel, isto pode ser uma indicacdo da complexidade ou diversidade das
moléculas pécticas na parede celular. Sendo as fibras a fracédo insoluvel da farinha é
coerente apresentar 98% do total dos acidos urdnicos nas pectinas. A carboidrase
foi capaz de solubilizar 73% dos carboidratos totais e 50% dos acidos urdnicos da
quantidade inicial. Fischer et al (2001) solubilizaram 76% dos carboidratos de farinha
de soja apds tratamento enzimatico e comentaram que a extragdo incompleta é
devido a complexa estrutura dos compostos majoritarios da soja. Marsman et al
(1997) solubilizaram praticamente a metade dos acidos urbnicos presentes em
farinha de soja, quando utilizaram enzima para degradagédo de parede celular, mas
isto ocorreu somente apdos 24 horas de hidrolise.

O efeito do pH na solubilidade protéica de fibras alimentares e das
fracbes solidas das fibras hidrolisadas com a carboidrase foi avaliado utilizando
solugdes com pH de 3,0 a 7,0 (Tabela 5). Para os ingredientes de fibra alimentar o
conteudo de proteinas soluveis foi menor no pH 3,0 (original 5,7% e micronizada
4,7%), atingindo maximo de 10,7% na solugdo com pH 7,0, pois a proteina soluvel ja
havia sido extraida no processo industrial de producdo de isolado protéico. As
fragbes sdlidas oriundas da hidrolise com carboidrases tiveram maior solubilidade
protéica, em todas as solugdes avaliadas, quando comparadas com as amostras
nao hidrolisadas (p>0,05). O hidrolisado sélido da fibra original teve a solubilidade
triplicada e o hidrolisado oriundo da fibra micronizada duplicada, esta diferenca pode
ser devido a diminuicdo das particulas pela micronizagcdo. As quantidades de
proteinas soluveis nos pHs 3,0; 5,0 e 6,0 das fracbes sélidas da fibra alimentar
original foram maiores do que as fragbes sdélidas da fibra alimentar micronizada,
provavelmente devido as diferengas nas conformacbes e agregacdes formadas
pelas proteinas e também do tamanho e da distribuigdo dos poros (Guillon e Champ,
2000).
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Tabela 5 — Efeito do pH na solubilidade protéica das fragdes sélidas das fibras dos
cotilédones de soja apds a hidrélise enzimatica com a carboidrase,
comparadas com as fibras nao hidrolisadas (% de proteinas soluveis em
relagdo as proteinas totais).

Amostras pH 3,0 pH 4,0 pH 5,0 pH 6,0 pH 7,0

FAQ ndo hidrolisadas 5,7°+05 6,0°+0,5 6,79+0,1 7.7°+04 7,6°+0,1

FAOaposahidrolise  y35a,05 1527218  1867+04 2087503 1957506

FAM ndo hidrolisadas 47°+03 6,4°+07 96°+03 105°:03 10,7°+03

FAMaposamidiolise 4o 40,04 1257207 13,8°:04 164°:22 19,8 +16

FAO-= fibra alimentar original; FAM= fibra alimentar micronizada.
Médias de determinagbes em triplicata, em base seca.

Médias seguidas pela mesma letra, nas colunas, n&o diferiram ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.

As fragbes solidas das fibras alimentares, original e micronizada,
hidrolisadas com a protease, foram avaliadas quanto aos teores de proteinas e
fibras alimentares e comparadas com os resultados das amostras antes da hidrélise
(Tabela 6). Em média a protease foi capaz de solubilizar 54% do total das proteinas
presentes nas amostras, assim o percentual de fibras alimentares totais aumentou
de 60% para 76%, sendo as fibras insoluveis, as fragbes majoritarias nas duas
amostras, antes e depois da hidrolise. Estas fracdes sélidas das hidrolises podem
ser utilizadas como ingredientes em varios produtos, pois o aumento da
concentragcao de fibras totais permite o uso como ingrediente (fonte de fibras) em
concentragcbes menores em comparagao com os ingredientes originais. Além disso,
podem ser usados como componentes benéficos a saude, pois as fibras apresentam
efeitos fisioldgicos proporcionados a quem ingere a quantidade diaria recomendada,
25 a 30g no total, sendo que 75% desta quantidade devem estar na forma insoluvel.
Os beneficios descritos sdo: aumento da saciedade, regulagado do transito intestinal,
aumento do volume fecal (principalmente as insoluveis), redugdo do colesterol,
aumento na excregao de sais biliares e prevengédo de algumas doengas, incluindo o

cancer de célon (principalmente as soluveis) (Tharanathan e Mahadevamma, 2003).
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Tabela 6 — Caracterizagao das fibras de cotilédones de soja nao hidrolisadas e das
fracOes solidas das fibras hidrolisadas com a protease (%).

Amostras Proteinas Fibras Fibras Fibras totais
insoluveis sollveis
FAO néo hidrolisada 28,22 +6,5 55,5° + 0,5 3,8°+0,1 59,4°+0,4
FAO apés a hidrélise 16,1° +0,2 70,62 +1,2 4,4 106 75,0°+0,8
FAM n&o hidrolisada 27,62 0,1 56,6° + 0,4 59110 62,5° +0,6
FAM ap6s a hidrélise 14,8°+03 72,42 11,8 4,9 10,1 77,22 +1,8

FAQ: fibra alimentar original. FAM: fibra alimentar micronizada
Médias de determinagbes em triplicata, em base seca.
Médias seguidas pela mesma letra, nas colunas, ndo diferiram ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.

As fragcbes soluveis da protedlise foram avaliadas quanto ao peso
molecular dos peptideos, juntamente com as proteinas das fibras alimentares nao
hidrolisadas e das proteinas das amostras tratadas com carboidrase (Figura 3). Para
a eletroforese em gel foi usado 2mg de proteinas solubilizadas em tampéao (Tris-HCI,
SDS, B-mercaptoetanol e glicerol). Os sobrenadantes da hidrolise com a protease
foram diluidos no tampao, enquanto que as outras amostras foram extraidas neste
tampdo. Para as duas amostras de fibras alimentares a extragado das proteinas foi
total, mas parcial para as amostras de fibras hidrolisadas com carboidrase, original
60% e micronizada 50%.

A fragcdo protéica remanescente nas fibras é parte das proteinas
majoritarias da soja, B-conglicinina e glicinina, respectivamente, globulinas 7S e 11S.
As amostras apresentaram as subunidades que constituem a B-conglicinina, a, o’ e
B, com pesos moleculares de 84, 72 e 51KDa, respectivamente, e as subunidades
acidas (36-40KDa) e basicas (18-20KDa) que compdem a glicinina (Garcia et al,
1997; Riblett et al, 2001). Uma banda de menor intensidade foi verificada em 15KDa,
sendo provavelmente uma subunidade da glicinina, também verificada por Riblett et
al (2001), quando avaliaram as fragbes 7S e 11S separadamente, esta banda foi
revelada na eletroforese de glicinina, com baixa intensidade. De acordo com a
analise visual da eletroforese, a protease hidrolisou as proteinas das fibras de soja a
peptideos com baixos pesos moleculares (menores que 10KDa). Lee et al (2001)
comentaram que os hidrolisados de farinha de soja, oriundos da protedlise de varias
proteases, incluindo a produzida pelo Bacillus licheniformis, apresentaram baixos

pesos moleculares, 95% das proteinas tinham menos de 12,5KDa apds 6 horas de
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hidrolise. O mesmo comportamento foi verificado quando a enzima utilizada foi a
Viscozyme L (carboidrase), isto ocorreu porque, provavelmente esta enzima nao é
pura e contém protease. Esta reducido de peso molecular, pela carboidrase, também
pode ter sido influenciada pelo tempo de hidrdlise, 12 horas, mais do que duas

vezes ao da protedlise.
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1: padrao; 2: fibra alimentar original; 3: fibra alimentar original hidrolisada
com protease; 4: fibra alimentar original hidrolisada com carboidrase; 5:
fibra alimentar micronizada; 6: fibra alimentar micronizada hidrolisada com
protease; 7 fibra alimentar micronizada hidrolisada com carboidrase.

Figura 3 — Eletroforese de fibras de soja, original e
micronizada, e amostras hidrolisadas com
protease e carboidrase.

Bandas com peso molecular préximo aos 30KDa também foram
reveladas na eletroforese das amostras de fibras de cotilédones, provavelmente
glicoproteinas de parede celular ricas em hidroxiprolina. Segundo Kleis-San
Francisco e Tierney (1990) estas proteinas tém peso molecular variando de 30 a 33
KDa e tem a mesma quantidade de hidroxiprolina e prolina. Quando as fibras foram
hidrolisadas com protease por 5 horas (colunas 3 e 6) apresentaram uma banda
com peso molecular proximo aos 25KDa, sendo resultado da agao das enzimas,
pois as amostras nao hidrolisadas nao contém esta banda. Possivelmente € a
glicoproteina de parede celular parcialmente hidrolisada, pois estes polipeptideos
sao mais resistentes a hidrolise enzimatica devido a complexa estrutura e
associagdo com outros compostos, que dificultam o acesso da enzima (Karr-
Lilienthal et al, 2005). Marsman et al (1997) recomendaram o uso de misturas de

varias enzimas para degradagdo de compostos de parede celular, em menores
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concentragdes, ao invés de adicionar uma protease ou carboidrase separadamente,
em maior concentragao.

As analises por microscopia eletrbnica de varredura das fibras de
cotilédones de soja, original e micronizada (Figura 4A e 4B) representaram a real
estrutura fisica das amostras, pois a micronizagcao foi realizada na empresa
fornecedora do material. A reducao, visivel ao comparar as amostras na mesma
magnificagdo, mostra que a fibra de cotilédones de soja micronizada € constituida,
em maior proporgéo, de particulas menores em relagdo a fibra alimentar original. A
diferenga no tamanho das particulas justifica a maior densidade apresentada pela
fibra alimentar original (0,46g/mL), quando comparada com a fibra alimentar
micronizada (0,39g/mL), as quais apresentaram diferencga estatistica (p>0,05). Este
comportamento foi observado por Cadden (1987) ao avaliar fibras de trigo e aveia,
onde comentou que o volume especifico pode ser usado como um indice de
diferencga estrutural.

As microfotografias das amostras hidrolisadas com protease e com
carboidrase nao representam o tamanho real das particulas, pois o processo de
secagem foi realizado com uma fina camada de amostra sobre uma superficie de
vidro. O material seco formou uma cobertura compactada de fibras alimentares
hidrolisadas, as quais foram moidas para proceder as analises microscopicas. A
estrutura fisica da amostra original hidrolisada com protease (Figura 4C) ficou mais
porosa superficialmente do que a fibra micronizada hidrolisada com a mesma
enzima (Figura 4D), provavelmente porque esta amostra nao tinha sofrido
modificacdes na estrutura antes da acdo da enzima. A solubilizagdo e retirada das
proteinas parece ter deixado as amostras menos compactadas do que a
solubilizacdo e retirada dos carboidratos, pois as duas fibras alimentares
hidrolisadas com carboidrase (Figuras 4E e 4F), cuja fracdo soélida continha mais
proteinas, apresentaram uma estrutura mais compacta. E possivel que as proteinas,
mais concentradas apds a hidrolise dos carboidratos, associaram-se
intermolecularmente e intramolecularmente, mudando a agregagdo destas
macromoléculas e a temperatura, do processo e da secagem, também pode ter

influenciado.



Figura 4 — Microscopia eletronica de varredura das fibras de soja, original (A),
micronizada (B) (160x), original hidrolisada com protease (C),
micronizada hidrolisada com protease (D), original hidrolisada com
carboidrase (E) e micronizada hidrolisada com carboidrase (F) (800x).
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CONCLUSOES

As melhores condigdes de hidrolise das fibras dos cotilédones de
soja foram determinadas para obter a maior solubilizagdo de carboidratos e
proteinas. Foi utilizada 200uL/g de carboidrase durante 12 horas sob agitacdo a
30°C, e 150uL/g de protease durante 5 horas sob agitacdo a 55°C. Na fragdo solida
das fibras hidrolisadas com carboidrase houve concentracao de proteinas e aumento
nas propriedades hidrofilicas. A fragéo soluvel teve 73% dos carboidratos e 50% dos
acidos urbnicos da quantidade inicial das amostras. A protease foi capaz de
solubilizar 54% do total das proteinas, produzindo uma fragdo sélida contendo 76%
de fibras alimentares totais, e uma fragcao soluvel com peptideos de peso molecular
menor que 10KDa e uma banda de peso molecular préximo aos 25KDa. As
micrografias das fibras confirmaram que a amostra micronizada & constituida por
particulas menores em relagdo a original. A estrutura fisica da FAO hidrolisada com
protease ficou com aparéncia mais porosa superficialmente do que a FAM e as
amostras hidrolisadas com carboidrase apresentaram uma estrutura mais

compactada.
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6 CONCLUSOES GERAIS

- Nos ingredientes protéicos (farinha desengordurada e concentrado
protéico) e de fibras alimentares (fibras dos cotilédones, original e micronizada), o
macromineral de maior concentragao foi o potassio e o micromineral foi o ferro. A
biodisponibilidade do zinco nao foi afetada pela presenca do acido fitico, de acordo
com as taxas molares do complexo fitato x Ca : Zn. Os ingredientes protéicos
tiveram a maior concentragao de fosforo fitico, acido fitico e isoflavonas, mas as
fiboras de cotilédones de soja contém maiores quantidades de daidzeina e
genisteina.

- A farinha desengordurada apresentou a maior quantidade de
proteina soluvel em pH 7,0 e o menor indice de absor¢géo de agua, enquanto que o
concentrado protéico teve os maiores indice de absor¢do de Oleo e atividade
emulsificante. Os ingredientes de fibras alimentares apresentaram as melhores
propriedades de hidratagcdo e as outras propriedades funcionais foram similares ou
melhores que os ingredientes protéicos, mesmo tendo menores percentuais de
proteinas.

- A maior fragdo de carboidratos da fibra de cotilédones de soja € a
hemicelulose, correspondendo a 55%, em média. Com a constituicdo dos
monossacarideos das fracbes houve a distingdo de dois grupos: (1) celulose e (2)
pectina e hemiceluloses, sendo galactose, glicose e arabinose/ramnose 0s principais
componentes das amostras.

- A maioria das proteinas da farinha desengordurada de soja foi
extraida em solucédo salina e a solugdo alcalina extraiu a maior quantidade de
proteinas do concentrado protéico e das fibras de cotilédones. Na eletroforese dos
quatro ingredientes alimentares derivados de soja foi constatada a presenca das
proteinas majoritarias, p-conglicinina e glicinina, além de bandas com peso
molecular préximo aos 30KDa nas fibras dos cotilédones, sendo provavelmente
glicoproteinas de parede celular, ricas em hidroxiprolina.

- As condigdes ideais de hidrolise das fibras dos cotilédones de soja
foram determinadas para obter a maior solubilizagao de carboidratos e proteinas. Foi
utilizada 200uL/g de carboidrase durante 12 horas sob agitacdo a 30°C e 150uL/g de

protease durante 5 horas sob agitacdo a 55°C.
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- A fracao sdlida das fibras hidrolisadas com carboidrase apresentou
maior quantidade de proteinas e aumento nas propriedades de hidratagao. A fragao
soluvel teve 73% dos carboidratos e 50% dos acidos urdnicos da quantidade inicial
das amostras.

- A protease foi capaz de solubilizar 54% do total das proteinas,
produzindo uma fragdo soélida contendo 76% de fibras alimentares totais, e uma
fragcdo soluvel com peptideos de peso molecular menor que 10KDa e com uma
banda de peso molecular préximo aos 25KDa.

- As micrografias das fibras mostraram que a amostra micronizada é
constituida por particulas menores em relagao a original. A estrutura fisica da fibra
original hidrolisada com protease ficou mais porosa superficialmente do que a fibra
micronizada e as amostras hidrolisadas com carboidrase apresentaram uma

estrutura mais compactada.
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