Universidade
Estadual de LondRrina

|

BEATRIZ CERVEJEIRA BOLANHO

COMPOSTOS BIOATIVOS EPOTENCIAL ANTIOXIDANTE
EM DERIVADQOS DE SOJA

Londrina
2010



BEATRIZ CERVEJEIRA BOLANHO

COMPOSTOS BIOATIVOS EPOTENCIAL ANTIOXIDANTE
EM DERIVADOS DE SOJA

Dissertagdo apresentada ao Programa de Mestrado
e Doutorado em Ciéncia de Alimentos da
Universidade Estadual de Londrina, como requisito
parcial para obtencao do titulo de Mestre em
Ciéncia de Alimentos.

Orientadora: Profa. Dra. Adelaide Del Pino Beléia

Londrina
2010



Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicacdo (CIP)

BOLANHO, Beatriz Cervejeira

Compostos bioativos e potencial antioxidante em
derivados de soja / Beatriz Cervejeira Bolanho.
Londrina-PR [s.n], 2010.

86f.

Orientadora: Dra. Adelaide Del Pino Beléia.
DISSERTACAO (Mestrado) — Universidade
Estadual de Londrina.

1. Phenolics compounds, flavonoids, phytic acid,
minerals.]. Beléia, Adelaide Del Pino. II.
Universidade Estadual de Londrina.




BEATRIZ CERVEJEIRA BOLANHO

COMPOSTOS BIOATIVOS EPOTENCIAL ANTIOXIDANTE EM
DERIVADQOS DE SOJA

Dissertagdo apresentada ao Programa de Mestrado
e Doutorado em Ciéncia de Alimentos da
Universidade Estadual de Londrina, como requisito
parcial para obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncia de Alimentos.

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Adelaide Del Pino Beléia
UEL — Londrina — PR

Profa. Dra. Rubia Casagrande
UEL — Londrina — PR

Profa. Dra. Neusa Fatima Seibel
UTFPR

Londrina, 31 de marg¢o de 2010.



DEDICATORIA

Aos meus pais, José e Erides,
pelo exemplo de vida,

Minha eterna gratidao

A Deus por cuidar da minha vida.



AGRADECIMENTOS

A Profa. Dra. Adelaide Del Pino Beléia pela valiosa orientagio,

compreensdo, paciéncia e apoio durante a realizagdo deste trabalho.

Ao Conselho Nacional de Pesquisa e Desenvolvimento Tecnologico
(CNPQ) pela bolsa de estudos fornecida. A EMBRAPA pela amostra de soja, ao IAPAR pela

analise de minerais.

Aos docentes do Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos —
DCTA da Universidade Estadual de Londrina, pelo incentivo, aten¢do e conhecimentos

transmitidos.

As professoras Dra. Marta de Toledo Benassi e Dra. Rubia Casagrande por

todo auxilio prestado durante a execugao deste trabalho.

A Profa. Dra. Elza Youssef Youssef Matulaitis, aos técnicos Berenice
Figueiredo, Marli Piologo Pereirra Pinto, e em especial, a Neusa Cassula dos Santos e Nelson

Heitor Fuzinato, pela imensa ajuda durante o trabalho no laboratorio.

Aos amigos de mestrado, especialmente Talita, Flavia, Débora e Patricia,

pelo apoio, carinho e por tornar as longas horas de estudo em momentos agradaveis.

Aos companheiros de laboratorio, por todo auxilio prestado: Vinicius,
Mariana, Luiz Alexandre, Luiz Rodrigo e Rafael. A Michele, pela imensa ajuda dentro e fora

do laboratorio, por alegrar os meus dias e se tornar amiga para vida toda.

Aos meus queridos amigos da Quimica: Marcela, Paulo e Fabio, pelo apoio,

forca e carinho, por mostrar que o caminho arduo pode ser adoravel quando se tém amigos.

A Amanda, pela amizade, atengdo e por ser minha primeira ¢ mais forte

fonte de incentivo.



A Marcela Terhaag, por compartilhar seu apartamento comigo, pelo consolo

e estimulos.

A toda minha familia, em especial a meus pais, Erides e José, e ao meu
irmao Guilherme por todo o amor, atengdo, zelo, compreensdo e por me preparem para chegar

até aqui.

Em especial a Deus, por estar sempre comigo e nao deixar que em momento

nenhum o desanimo ou as dificuldades superassem a vontade de alcangar esse objetivo.



Recebei a instrugdo como uma grande soma de prata,
e possuireis nela grande quantidade de ouro.

Que vossa alma se regozije na misericérdia de Deus!
E né&o sereis humilhados quando O louvardes.
Cumpri vossa tarefa antes que o tempo passe e,

no devido tempo, Ele vos dard a recompensa.

(Eclesiastico 51, 36-38)



BOLANHO, Beatriz Cervejeira. Compostos Bioativos e Potencial Antioxidante de
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RESUMO

A soja e seus derivados sdo fontes de nutrientes importantes, tais como proteinas, lipideos,
vitaminas e minerais. Além disso, contém compostos fendlicos, flavonodides e acido fitico
(AF), considerados antioxidantes, pois interagem com radicais livres (RL) ou seus
precursores, impedindo danos oxidativos as biomoléculas. O objetivo deste estudo foi avaliar
como o processamento pode afetar o teor e o potencial dos compostos antioxidantes,
analisando derivados comerciais de soja. Foram determinados compostos fendlicos totais,
flavondides totais, acido fitico e minerais (fésforo, cobre e ferro). A atividade antioxidante
(AA) foi avaliada pelos métodos ABTS™, DPPH’, FRAP e peroxidagdo do 4cido linoléico
(PAL). A proteina micronizada (PMS), a farinha desengordurada (FDS) e proteina texturizada
(PTS) apresentaram as maiores concentracdes de compostos fendlicos e maior AA avaliada
pelos métodos ABTS™, DPPH’ e FRAP, sendo que a PMS também demonstrou maior teor de
flavonoides totais. Os tofus analisados apresentaram o menor teor de compostos bioativos e
juntamente com o isolado protéico (IPS) e a fibra de soja (FIS) demonstraram menor AA.
Pelo método PAL, a FDS, a PMS e os graos de soja apresentaram as maiores porcentagens de
inibi¢do 85,6; 81,3 e 80,3%, respectivamente. Em relagdo ao AF, houve uma variagao de 0,60
(fibra e gérmen de soja) a 2,45 g/100g (tofu marca 2). O teor de ferro variou de 6,85 mg/100g
b.s. (extrato hidrossoluvel de soja marca 3) a 26,81 mg/100g b.s. (fibra e gérmen de soja),
enquanto a concentragdo de cobre sofreu menor variagao, de 0,77 mg/100g b.s. (FIS) a 1,94
mg/100g b.s. (IPS marca 1). Os resultados sugerem que a razdo molar fitato-ferro (> 0,25)
permite que o ferro seja totalmente quelado pelo AF, impedindo que este metal catalise as
reacdes de peroxidagdo lipidica. Pela Analise de Componentes Principais, pode-se notar que
com excecdo do IPS os produtos com elevado teor de proteinas (PMS, FDS, PTS, EHS e
graos de soja) foram caracterizados pelo maior teor de compostos fenolicos, flavondides,
cobre e elevada AA, indicando que alguns processamentos como moagem,
desengorduramento e extrusdo termoplastica preservam os compostos antioxidantes, enquanto
a extracdo alcalina ou alcoodlica causam perdas destes compostos, diminuindo a AA. Os
produtos contendo fibra de soja se destacaram pelo alto teor de Fe e os tofus pela elevada
concentragdo de AF. No entanto, apenas o tofu esta pronto para o consumo, os demais
produtos poderdo ser diluidos ou passar por outros processamentos, o que afetard a
concentragdo de compostos bioativos e potencial antioxidante dos mesmos.

Palavras-chave: Compostos fendlicos. Flavonéides. Acido fitico. Minerais.
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ABSTRACT

Soy and soy products are a source of important nutrients, like proteins, lipids, vitamins and
minerals. Furthermore, they have phenolics compounds, flavonoids and phytic acid (PA),
considered antioxidants, because they interact with free radicals or with its precursors,
preventing oxidative damage to biomolecules. The objective of this study was to estimate how
the process can affect the content and the potential of antioxidants compounds, analyzing
commercial soy products. The content of total phenolics, total flavonoids, phytic acid and
minerals (phosphorus, cupper and iron) were estimated. The antioxidant activity (AA) was
determined by various tests: ABTS™, DPPH’, FRAP and linoleic acid peroxidation (LAP).
The micronized soy protein (MSP), defatted soy flour (DSF) and textured soy protein (TSP)
showed the highest content of phenolics compounds and the highest AA, evaluate with
ABTS™, DPPH' and FRAP methods and the PMS also showed the highest content of
flavonoids. The lowest content of bioactive compounds was found in tofus and in isolated soy
protein (ISP) and soy fiber (SFI), those products showed the lowest AA. In LAP test, DSF,
MSP and soybeans showed the highest percentage of inhibition 85.6; 81.3 and 80.3%,
respectively. The content of PA ranged between 0.60 (soy fiber and germ) and 2.45 g/100g
(tofu brand 2). The concentration of iron and cupper ranged between 6.85 mg/100g b.s.
(aqueous extract of soybean brand 3) and 26.81 mg/100g b.s. (soy fiber and germ), and
between 0.77 mg/100g b.s. (SFI) and 1.94 mg/100g b.s. (ISP brand 1), respectively. The
results suggest that the molar ratio phytate-iron (> 0,25) allows the complete chelation of the
iron by PA, hindering the catalization of lipidic peroxidation reaction. The Principal
Component Analysis showed that with exception of ISP, the products with the highest protein
content (MSP, DSF, TSP, aqueous extract and soybeans) were characterized by the highest
content of phenolics, flavonoids, cupper and highest AA, what indicate that some processes
like milling, defating and thermoplastic extrusion, preserves the antioxidant compounds,
while alkaline and alcoholic extraction cause loss of phenolics compounds, decreasing the
AA. The products that contain soy fiber had the highest content of iron and the tofus had the
highest concentration of PA. Tofu is the only product ready for consumption, the others will
be diluted or reprocessed, what will affect the concentration of bioactive compounds and its
potential antioxidant capacity.

Keywords: Phenolics compounds. Flavonoids. Phytic acid. Minerals.
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1 INTRODUCAO

O Brasil ¢ um grande produtor e consumidor de vegetais, sendo o segundo
maior produtor mundial de soja. O principal interesse na producdo desta leguminosa esta
relacionado com a produgdo de o6leo e de proteinas, porém todos os demais componentes e
fitoquimicos merecem atengdo (DUXBURY, 1991). De 1992 até 2008, a venda de produtos a
base de soja na América do Norte, apresentou um crescimento de $ 300 milhdes para
aproximadamente $ 4 bilhdes. Esta tendéncia acompanha o surgimento de novos produtos no
mercado e esta relacionada aos possiveis efeitos benéficos a saude dos consumidores (SANA,
2010).

A soja ¢ uma importante alternativa para a nutricdo humana, sendo uma
excelente fonte de proteina, energia, vitaminas lipossoliveis (principalmente vitamina E),
minerais (como ferro, calcio e zinco) e antioxidantes. Além disso, € rica em acidos graxos
essenciais como o 4cido linoléico, conhecido por auxiliar na reducdo do colesterol
(CARRAO-PANIZZI; BORDIGNON, 2000).

A soja e seus derivados sdo fontes de compostos fendlicos, sendo que entre
os flavonoides, predominam as isoflavonas. A concentracdo destes compostos ¢ muito
variada, pois depende da cultivar do grdo, solo, clima, local onde foi cultivada e,
principalmente, do tipo de processamento utilizado no preparo dos produtos (CARRAO-
PANIZZI et al., 1999; WANG; MURPHY, 1994b; BARBOSA et al., 2006; GENOVESE;
LAJOLO, 2001).

Os derivados da soja, como farinhas desengorduradas, isolados,
concentrados e texturizados protéicos sdo amplamente utilizados na industria alimenticia em
decorréncia de suas propriedades funcionais. Além destes, o extrato hidrossoluvel de soja e o
tofu estdo conquistando cada vez mais o mercado, devido a melhoria nas suas caracteristicas
sensoriais. Esses produtos contém quantidades significativas de isoflavonas, as quais tém
mostrado em dados experimentais e clinicos que representam uma alternativa promissora na
prevencdo de muitas doengas hormonio-dependentes, incluindo cancer, sintomas da
menopausa, doengas cardiovasculares e osteoporose (ANDERSON; SMITH; WASHNOCK,
1999; AGUIAR, 2002).

Os compostos fenolicos presentes nestes produtos apresentam atividade
antioxidante (AA). Atualmente tem-se atribuido aos radicais livres a origem de muitos

problemas de saude. Estas moléculas instaveis sdo formadas durante a utilizacdo do oxigénio
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pelo organismo, que podem iniciar uma reagdo em cadeia produzindo cada vez mais radicais
livres (RL). Os antioxidantes interagem e estabilizam estas espécies reativas, possibilitando a
prevencdo de alguns danos causados ao corpo humano. O papel dos antioxidantes envolve a
doacdo de elétrons ou a transferéncia de dtomos de hidrogénio para os radicais livres, sem
comprometer a estabilidade de suas moléculas. Além disso, sdo capazes de inibir a
peroxidacgao lipidica in vitro através de sua agdo sequestrante ou podem agir como quelante de
metais (BARBOSA et al., 2006; OUFNAC, 2006). O ferro (Fe) e em menor extensdo o cobre
(Cu), s@o responsaveis por acelerar a oxidagdo lipidica, aumentando a concentracdo de
radicais livres (MADHAVI; DESHPANDE; SALUNKHE, 1995).

Os graos de soja ainda apresentam em sua composicdo, acido fitico (AF),
geralmente associado aos corpos protéicos, cuja concentragao varia de 1 a 1,5% (LIU, 1997).
O AF ¢ considerado um agente quelante, com capacidade de interagir com o ferro bloqueando
todas as suas possibilidades de ligacao ¢ impedindo que este mineral catalise a peroxidacao
lipidica, protegendo os alimentos contra a formacao de radicais livres. Além disso, o poder
quelante do AF estd relacionado com efeitos benéficos a saude, tais como reducdo de
triglicerideos e colesterol (ZHOU; ERDMAN, 1995).

Além do 4acido fitico, os flavondides podem agir quelando estes ions
metalicos, e ha evidéncias que os quelatos formados sdo mais efetivos no sequestro de RL que
os flavondides isolados (KOSTYUK et al., 2004; MALESEV; KUNTIC, 2007; MORIDANI
et al., 2003).

Vérios métodos sdo utilizados para caracterizar a capacidade antioxidante de
alimentos. No entanto, ainda ndo foi estabelecido um método universal pelo qual a AA possa
ser avaliada precisamente (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005). A capacidade antioxidante dos
derivados de soja foi estudada pelos ensaios de DPPH' (2,2 difenil-1- picrilhidrazil)
(BARBOSA et al., 2006), co-oxidagdo B-caroteno/acido linoléico (BARBOSA et al., 2006;
PRATT; BIRAT, 1979), ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) (YEN; LAI, 2003) e
FRAP - Ferric Reducing Antioxidant Power (BOLLING; BLUMBERG; CHEN, 2009).
Outros métodos como ABTS™ (2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico)) e
peroxidagdo do acido linoléico (PAL) também podem ser utilizados como alternativa para
verificar a atuagdo dos componentes da soja como antioxidantes.

Assim, o objetivo deste trabalho foi analisar os principais compostos
bioativos presentes nos derivados de soja e avaliar seu potencial antioxidante, utilizando os
métodos de sequestro de radicais livres DPPH e ABTS™, poder de redugéo do ferro (FRAP) e

peroxidac¢do do acido linol€ico.



2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

17

Analisar o teor de compostos fenolicos totais, flavondides totais, acido

fitico, cobre e ferro, presente na soja e seus derivados e avaliar os potenciais antioxidantes dos

produtos por diferentes métodos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Quantificar o teor de compostos fendlicos totais, flavonodides totais,
acido fitico, cobre e ferro na soja (BRS 267) e em amostras
comerciais de farinha de soja (orgénica e desengordurada), proteina
texturizada de soja, isolado protéico de soja, proteina micronizada de
soja, extrato hidrossoluvel de soja e tofu, de diferentes marcas e
lotes;

Avaliar a capacidade antioxidante da soja e seus derivados
comerciais através dos métodos DPPH', ABTS™, FRAP e
peroxidag@o do acido linoléico;

Estabelecer correlagdes entre os compostos fendlicos, flavonodides,
acido fitico e minerais e as metodologias de avaliacdo da atividade
antioxidante;

Realizar analise de componentes principais para avaliar como 0s
diferentes produtos podem ser diferenciados pelo conteudo de
compostos fendlicos, flavonodides, 4cido fitico, minerais e

capacidade antioxidante.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Soia

A soja, uma das plantas mais antigas cultivadas pelo homem, foi introduzida
no Ocidente no final do século XV e inicio do século XVI. Chegou aos Estados Unidos no
ano de 1804, mas sua importancia na producdo de graos aumentou somente a partir de 1941
(MORALIS; SILVA, 1996).

Esta leguminosa foi inserida no Brasil no final do século XIX e a expansao
das lavouras no pais foi gradativa, atingindo maior propor¢do a partir da década de 60 nos
estados do sul. As condigdes edafoclimaticas desta regido e os estimulos a industrializacdo e a
exportacdo, baseados em programas de incentivo fiscal e de modernizagdo agricola e
agroindustrial, permitiram o crescimento da produgdo. O melhoramento genético e a
adaptacdo de tecnologias possibilitaram a introdu¢do da cultura em outras regides, nas quais a
produtividade média vem aumentando a cada ano (BARBOSA; ASSUMPCAO, 2001;
MORALIS; SILVA, 1996).

Atualmente, o Brasil ocupa a posi¢do de segundo produtor mundial de soja,
sendo Mato Grosso, Parana e Rio Grande do Sul os principais estados produtores. Segundo
dados da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), a safra de soja até fevereiro de
2010 totalizou uma produgdo de 66,7 milhdes de toneladas, 16,7%, ou 9,6 milhdes de
toneladas superior a safra anterior e a area plantada foi de aproximadamente 23,2 milhdes de
hectares, sendo o maior crescimento observado no Parand, seguido de Mato Grosso, Rio
Grande do Sul e Goids (CONAB, 2010).

O aumento na produgdo de soja no Brasil se deve ao elevado valor
econdmico e agricola desta commodity. Os fatores responsaveis por este crescimento sio:
adaptacdo em solos e climas diversos, efeitos benéficos a satde e a ampla diversidade de usos
que a soja possui, sendo utilizada na alimentagdo humana, animal ¢ como matéria-prima para
produtos nao alimenticios, entre eles, tintas, resinas, 0leos industriais, etc. (LIU, 1999).

Entre as leguminosas, a soja destaca-se por apresentar cerca de 40% de
proteinas de alta qualidade, aproximadamente 20% de lipideos com elevada concentragao de

acidos graxos poliinsaturados, 34% de carboidratos, teores consideraveis de vitaminas do
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complexo B e minerais como magnésio, fosforo, ferro e zinco (MORALIS; SILVA, 1996;
CARRAO-PANIZI; BORDIGNON, 2000).

As proteinas da soja sdo ricas em aminodcidos como leucina e lisina, porém,
como as demais leguminosas, apresentam deficiéncia dos aminodcidos sulfurados metionina e
cisteina (CARRAO-PANIZZI; BORDIGNON, 2000). Entretanto, o PDCAAS (Protein
Digestibility Corrected Amino Acid Score), método oficial da Organizagao Mundial de Saude
(OMS), que faz a corregdo da digestibilidade protéica levando-se em conta o escore de
aminoacidos, demonstrou que a soja supre a necessidade de aminodcidos, inclusive os
sulfurados, desde que ingerida em quantidade adequada, ou seja, acima de 0,6 g/kg de peso
corporal/dia (FDA, 1991; MORALIS, 2001).

Anderson, Johnstone e Cook-Newell (1995) comprovaram a eficiéncia das
proteinas da soja na diminui¢do do colesterol plasmatico e no nivel de triglicerideos. Em
1999, o FDA (Food and Drug Administration) aprovou o uso do termo “health claim” para
produtos derivados de soja, reconhecendo que o consumo didrio de 25g de proteinas,
associada a uma dieta com baixo consumo de gorduras saturadas e colesterol, sdo capazes de
reduzir os riscos de doencgas do coracao (MESSINA, 1999; SETCHELL, 1998).

Os lipideos presentes na soja compreendem cerca de 15% de acidos graxos
saturados e 85% de insaturados. Entre os acidos graxos poliinsaturados destacam-se o acido
linoléico (57%) e o linolénico (7%), considerados essenciais (MORAIS; SILVA, 1996). No
Brasil, o 6leo de soja apresenta as maiores taxas de consumo entre todos os 6leos consumidos
(MOREIRA, 1999).

Em relacdo aos carboidratos a soja apresenta em sua composi¢ao
carboidratos soluveis, dos quais 2,5 a 8,2% sdo sacarose, 0,1 a 0,9% rafinose e 1,4 a 4,1%
estaquiose. Entre os carboidratos insoluveis, a celulose, hemicelulose, pectina e pequenos
tracos de amido sdo encontrados principalmente na parede celular (LIU, 1997). Em relacao
aos minerais, Moraes et al. (2006) afirmaram que os graos de soja contém cerca de 5% de
cinzas, sendo que o potdssio encontra-se em maior concentra¢do, seguido pelo foésforo,
magnésio, célcio e ferro.

Além de todos os componentes citados acima, a soja contém substancias
com possibilidade de promover a saude, sendo considerada um alimento funcional.
Compostos fendlicos, como as isoflavonas, sdo caracterizados como fitoestrogenos, pois
apresentam estrutura semelhante aos hormodnios estrogénicos, podendo atuar de forma

semelhante (HELFERICH, 1996).
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3.2 COMPOSTOS PRESENTES NA SOJA ASSOCIADOS COM A ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

3.2.1 Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos sdao metabodlitos secundarios sintetizados pelas
plantas durante o seu desenvolvimento normal e em resposta as condi¢des de estresse, tais
como infeccdo, radiagdo ultravioleta (UV), entre outros. Estes compostos sdo formados a
partir dos aminodcidos fenilalanina e tirosina e quimicamente sdo constituidos por anéis
aromaticos com um ou mais grupos hidroxilas substituintes. Enquadram-se em diversas
categorias, como fendis simples, acidos fenolicos (derivados de &cidos benzoico e cindmico),
cumarinas, flavonoéides, estilbenos, taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas.
Nos alimentos, os compostos fenodlicos contribuem com o amargor, adstringéncia, cor, sabor,
odor e estabilidade oxidativa (NACZK; SHAHIDI, 2004).

Nos graos de soja o teor de compostos fendlicos ¢ variavel. Xu e Chang
(2007) ao utilizar diferentes solventes encontraram na soja preta uma variagao de 3,73 a 6,18
mg equivalente de acido galico (EAG)/g, enquanto a soja amarela apresentou teores entre 2,27
e 2,62 mg EAG/g. J4 em outros legumes foram detectadas diferentes concentragdes, variando
de 1,13 a 1,67 mg EAG/g na ervilha amarela; 1,04 a 1,53 mg EAG/g na ervilha verde; 1,28 a
6,89 mg EAG/g no feijao preto; 1,54 a 1,81 mg EAG/g no grao de bico e 1,02 a 7,53 mg
EAG/g na lentilha.

Alguns processamentos como a maceracao, fervura e cozimento sob vapor
podem causar mudangas no teor de compostos fenolicos, como demonstrado por Xu e Chang
(2008). Ao analisar as perdas destes componentes em ervilha verde e amarela, grao de bico e
lentilha, estes autores relataram uma diminui¢ao de 2-38% durante a maceragdo, sendo que
seguido do cozimento as perdas aumentaram para 40-68%. Além disso, a fervura sob pressao
provocou maiores perdas de compostos fenolicos que o cozimento convencional. Segundo
estes autores, as perdas se devem a passagem dos compostos fenolicos para a agua de
hidratacao, bem como a quebra destes compostos durante o processamento.

Os compostos fendlicos sdo amplamente conhecidos por sua atividade
antioxidante, que se deve as suas propriedades redutoras e estrutura quimica (SOUSA et al.,
2007). Estes compostos pertencem a categoria de antioxidantes primarios, ou seja, eles atuam

na fase terminal da reagdo em cadeia, doando hidrogénio ou elétrons aos radicais livres,
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convertendo-os em produtos mais estaveis. A presenga de grupos doadores de elétrons nas
posi¢des orto e para do anel, aumenta a AA por um efeito indutivo, ou seja, elevam a
densidade eletronica da hidroxila, facilitando a interagdo com os radicais livres. Um dos
fatores mais importantes ao avaliar a AA destes compostos ¢ a estabilidade ou reatividade dos
radicais antioxidantes formados apds a abstracdo do hidrogénio, havendo a necessidade de
deslocalizagdo do elétron no anel aromatico, gerando estruturas de ressondncia. Estes
compostos fenodlicos sdo muito efetivos em baixas concentragdes, porém em altas
concentragoes, eles perdem sua atividade e se tornam pré-oxidante devido a sua participagao
no processo de iniciagdo (MADHAVI; DESHPANDE; SALUNHE, 1995).

Além de atuarem como AA primdrios, Naczk e Shahidi (2004) afirmaram
que estes compostos sdo capazes de interceptar oxigénio singlete, previnir a iniciacdo da
reacdo em cadeia sequestrando os primeiros radicais formados, tais como hidroxila, podem
ainda quelar ions metalicos impedindo sua agdo catalisadora e decompor os produtos
primarios da oxidagdo para espécies nao reativas.

Em investigacdes de acidos fendlicos presentes em graos de soja, farinha de
soja desengordurada, concentrado e isolado protéico de soja quatro apresentaram uma
atividade antioxidante significativa: acido clorogénico (encontrado em maior quantidade e

com maior atividade antioxidante), caféico, p-cumarico e ferulico (PRATT; BIRAC, 1979).

3.2.2 Flavonoides

Os flavonodides sdao compostos fenolicos formados a partir dos mesmos
aminoacidos aromaticos (fenilalanina e tirosina) e o dnion malonato. A estrutura basica dos
flavonoides consiste em nucleo flavano, com 15 atomos de carbono dispostos em trés anéis
(C6-C3-C6), conforme mostra a Figura 1. As classes de flavonoides sdo definidas pelo nivel
de oxidag¢do e o grau de substituicdo do anel central, enquanto os compostos individuais
dentro de uma mesma classe sdo diferenciados pela substitui¢do dos anéis A e B. Entre as
classes de flavonodides, as mais importantes sao flavonas, flavanonas, isoflavonas, flavonois,

flavononois, flavan-3-ol e antocianidinas (PIETTA, 2000).
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Figura 1 — Estrutura basica dos flavondides (PIETTA, 2000)

Mais de 4000 flavonoides diferentes ja foram identificados em plantas e ha
muitas variagdes no tipo e na quantidade, relacionadas ao estagio de desenvolvimento, grau de
maturidade e condicdes ambientais (COOK; SAMMAN, 1996). Os flavonodides
desempenham diversos papéis no desenvolvimento das plantas. Devido a suas cores atrativas,
flavonas, flavondis e antocianidinas podem agir como sinais visuais para a poliniza¢do por
insetos. Catequinas e outros flavonois conferem adstringéncia e por isso representam um
sistema de defesa contra insetos ofensivos a planta. Os flavondides agem como catalisadores
na fotossintese e/ou como reguladores do ferro na fosforilagao, podem ainda funcionar como
protetores do estresse em plantas através do sequestro de espécies reativas de oxigénio,
produzidos pelo sistema transportador de elétrons fotossintético. Além disso, devido a sua
capacidade de absorver a radiacdo UV, os flavonoides protegem as plantas contra a radiagao
solar e sequestram as espécies reativas de oxigénio (EROS) geradas pelo UV (PIETTA,
2000).

Xu e Chang (2007) ao utilizar diferentes solventes, encontraram teores de
flavondides na soja variando de 0,72 a 2,57 mg de equivalentes de catequina (EC)/g na
variedade preta e de 0,25 a 0,50 mg EC/g na variedade amarela. No mesmo estudo outros
legumes apresentaram diferentes concentragdes, variando de 0,18 a 0,32 mg EC/g na ervilha
amarela; 0,08 a 0,39 mg EC/g na ervilha verde; 0,98 a 3,21 mg EC/g no feijdo preto; 0,18 a
3,16 mg EC/g no grao de bico € 0,72 a 2,21 mg EC/g na lentilha.

Segundo Ho et al. (2002), o perfil de flavondides na soja ¢ diferente das
suas folhas. As folhas analisadas apresentaram na sua composi¢do flavondides,
principalmente derivados do campferol, enquanto que nos graos, estas estruturas ndo estavam
presentes, sendo as isoflavonas as formas predominantes.

Malesev e Kuntic (2007) reportaram que estudos cientificos conduzidos nos

ultimos anos geraram um crescente interesse no potencial dos flavondides para manter a saude
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humana. Segundo os autores, um consideravel numero de plantas medicinais contém
flavonoides, que podem atuar como bactericida, anti-inflamatoério, anti-alérgico, anti-
mutagénico, anti-viral, entre outros.

Uma das func¢des de maior destaque dos flavondides € a sua habilidade em
sequestrar radicais livres. Quando gerados em excesso estes RL podem ocasionar danos as
biomoléculas, desencadeando varias doengcas (MALESEV; KUNTIC, 2007). Os flavonodides
podem atuar como antioxidantes primarios, quelantes ou sequestrantes de anions superoxido.
A presenga de grupos hidroxilas (OH) nas posi¢des 3’-, 4’- e 5’- do anel B aumenta a AA
quando comparada com apenas um grupo hidroxila. Além disso, a presenca de um
grupamento hidroxila na posicdo 3- conjugada a dupla ligacdo (2-3) no anel C parece ter
efeito positivo nas propriedades antioxidantes (MADHAVI; DESHPANDE; SALUNHE,
1995).

Assim, a a¢do antioxidante dos flavonoides (Fl) ocorre pela doacdo de
elétrons das hidroxilas livres presentes no nucleo, com a formagdo de um radical menos
reativo, posteriormente estabilizado por ressonancia (MALESEV; KUNTIC, 2007). De
acordo com Packer, Hiramatsu e Yoshikawa (1999) esta habilidade de doar elétrons depende
diretamente do potencial de reduc¢ao dos seus radicais. Segundo Pietta (2000) tanto a doagao
de elétron FI-OH = FI-O' + elétron + H" como a doagdo de hidrogénio FI-OH = F1-O + H',
envolve a quebra da mesma ligacdo O-H. Assim dependendo da sua estrutura, o flavonodide
tera maior ou menor potencial de oxidacdo, influenciando a atividade antioxidante.

A atividade antioxidante dos flavonoides estd correlacionada com sua
fun¢ao fisiologica in vivo, pois o estresse oxidativo ¢ conhecido por participar do processo
inicial de desenvolvimento da aterosclerose, levando a doencas coronarias e outros eventos
patofisiologicos (MALESEV; KUNTIC, 2007).

Em relagdo a inibi¢do da peroxidacdo lipidica, os flavonoides atuam no
estado inicial, sequestrando os anions superoxido e hidroxilas. Além disso, eles agem na fase
terminal da reacdo em cadeia, através da doacdo de atomos de hidrogénio para o radical
peroxil, formando um radical flavondide que pode ainda reagir com outros radicais livres,
finalizando as reagdes. As propriedades antioxidantes dos flavonoides ainda podem estar
relacionadas com agao quelante, interagindo com metais ¢ impedindo a reacao de Fenton, que

¢ uma importante fonte de espécies reativas de oxigénio (COOK; SAMMAN, 1996).
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3.2.2.1 Isoflavonas

As isoflavonas sdo isdmeros que se diferenciam das demais estruturas dos
flavonoéides por apresentarem o ciclo benzénico unido ao carbono 3 do heterociclo ao invés do
carbono 2 (Figura 2) (MORAES et al., 2009). Ao contrario dos flavonoéides, as isoflavonas
sdo encontradas em poucas plantas, devido a limitada distribuicio da enzima calcona
isomerase que converte 2 (R)-naringenina (um flavondide precursor) em 2-hidroxidaidzeina
(LIU, 1997).

As isoflavonas estdo presentes em leguminosas, sobretudo na soja. A sua
distribuicdo nos graos varia conforme a estrutura da semente. Dependendo da cultivar, as
isoflavonas ndo estdo presentes no tegumento da semente ou sdo detectadas apenas em
quantidades trago (TSUKAMOTO et al., 1995). Segundo Tsukamoto et al. (1995), o teor de
isoflavonas totais € de 5,5 a 6,0 vezes maior no hipocoétilo da semente que nos cotilédones. No
entanto, 80 a 90% do total de isoflavonas dos graos de soja estdo localizados nos cotilédones,
considerando que o hipocotilo corresponde apenas a 2% do peso seco da semente. Ainda, de

acordo com os autores, a gliciteina e seus conjugados ocorrem somente no hipocotilo.

Figura 2 — Estrutura quimica de isoflavona genisteina (MORAES et al., 2009).

A soja possui trés tipos de isoflavonas, cada uma em quatro formas
quimicas diferentes, totalizando 12 isOmeros. As formas agliconas sdo chamadas de
daidzeina, genisteina e gliciteina. Quando glicosiladas, ou seja, na forma de glicosideos, sao
denominadas daidzina, genistina e glicitina. Existem também as isoflavonas B-glicosidicas
conjugadas que podem ser classificadas em acetil glicosideo e malonil glicosideo. Estas
podem ser sub-divididas em 6”-o-acetil daidzina, 6”-o0-acetil genistina, 6”-o-acetil glicitina,

6”-0-malonil daidzina, 6”’-0-malonil genistina e 6”-o-malonil glicitina (LIU, 1999).
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Em relag¢do a quantificacdo de isoflavonas, foi encontrada uma variacao de
57 a 188 mg/100g em cultivares de soja brasileiras (GENOVESE; HASSIMOTTO; LAJOLO,
2005). Ribeiro et al. (2006) detectaram uma variacdo de 71,11 a 174,30 mg/100g no teor de
isoflavonas presentes na soja de diferentes grupos de maturidade, sendo a maior propor¢ao
representada pelas formas malonil daidzina e malonil genistina (67%), enquanto que as
formas B-glicosidicas e agliconas corresponderam a 31,0% e 2,0%, respectivamente. A
concentragdo de agliconas foi significativamente maior nos grupos de maturidade precoce.

O teor de isoflavonas nos graos de soja ¢ variavel em fun¢do de diferengas
genéticas entre as cultivares, além disso, podem sofrer influéncia da temperatura do ambiente
durante o desenvolvimento dos grios (CARRAO-PANIZZI, 1996a; LEE et al., 2003).
Segundo Genovese e Lajolo (2001) a composi¢ao de isoflavonas nos derivados também esta
relacionada com as condic¢des de processamento.

As propriedades biologicas das isoflavonas sdo conhecidas, incluindo
atividade estrogénica, antifungica, antimutagénica e antitumoral. Sdo essenciais para a
sobrevivéncia de plantas leguminosas, protegendo-as contra fitopatdgenos pela agdo
antifingica. As isoflavonas podem apresentar ainda atividade antioxidante (AGUIAR, 2002).

Estes compostos sdo caracterizados como fitoestrogenos, uma vez que
apresentam estrutura e massa molar similar ao grupo de hormoénios sexuais femininos
conhecidos como estrogenos, que sdo secretados pelas células ovarianas (ADLERCREUTZ;
MAZUR, 1997). As isoflavonas também sdo conhecidas por sua provavel atividade
antitumoral (mama e prostata), a qual ¢ mais acentuada nas formas agliconas que glicosiladas.
Estas formas conjugadas sao hidrolizadas por enzimas B-glicosidases presentes no intestino,
liberando as principais formas bioativas — as agliconas daidzeina e genisteina (SETCHELL,
2000).

A ingestdo de isoflavonas juntamente com as proteinas da soja também esta
associada a uma possivel redugao dos riscos de doengas cardiovasculares, pela diminui¢ao dos
niveis de colesterol LDL (lipoproteina de baixa densidade) e da pressdo sanguinea,
promovendo maior vascularizagdo no endotélio arterial (ANDERSON; SMITH;
WASHNOCK, 1999).

Em relacao a capacidade antioxidante, os isoflavonoides glicosilados podem
ser transformados por processos enzimaticos em agliconas como daidzeina e genisteina, cujas
atividades antioxidantes tém sido superiores as das formas glicosiladas (daidzina e genistina),
conforme demonstrado por Park et al. (2001a). J& entre as trés agliconas, a genisteina

apresentou a maior capacidade antioxidante, determinada pelo sistema [-caroteno/acido
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linoléico (PRATT; BIRAT, 1979). Estudos in vitro indicam que a genisteina pode atuar como
antioxidante direta ou indiretamente, induzindo o aumento da AA de enzimas (ANDERSON;
SMITH; WASHNOCK, 1999).

Apesar dos efeitos benéficos relatados na literatura, a quantidade de
isoflavonas necessaria para produzir efeitos bioldgicos no organismo humano ainda nao foi
estabelecida e com isso a preconizagdo de ingestio permanece sem normalizagdo (GOES-
FAVONI, 2007). Porém, com base em diferentes estudos e no consumo de populagdes
orientais onde a soja constitui a base da alimentagdo, Setchell (1998) propos que a ingestao de
30 a 50 mg de isoflavonas por dia seria o suficiente para desencadear reagdes clinicas

positivas.

3.2.3 Acido Fitico

O acido fitico ou acido mio-inositol hexafosforico ou 1,2,3,4,5,6,- hexaquis
(diidrogeno fosfato) mio-inositol (IUPAC-IUB, 1968) é um composto ciclico (inositol)
contendo 6 grupos fosfatos, 12 hidrogénios dissociaveis e cargas negativas em ampla faixa de
pH, cuja estrutura pode ser observada na Figura 3 (TSAO; ZHENG; LU, 1997). Apesar do
potencial energético inerente as seis ligacdes éster-fosfato, o AF ¢ considerado inerte e muito
estavel (GRAF; EATON, 1990).

O AF estd amplamente distribuido na natureza, na forma de acido livre,
fitato ou fitina dependendo do pH fisioldgico e dos metais que formam os sais. Assim, 0s sais
de sddio ou célcio sdo denominados fitato e o sal de calcio e magnésio ¢ conhecido como
fitina (TSAO; ZHENG; LU, 1997). O AF esta presente em cereais, leguminosas ¢ oleoginosas
em concentracdes que variam de 1 a 5% do seu peso e corresponde a 60-90% do total de
fosforo. Na maioria dos cereais e oleaginosas, o fitato estd localizado em corpos protéicos,
complexado com as proteinas ou com minerais, principalmente os cations potassio (K),
magnésio (Mg), célcio (Ca), ferro (Fe) e zinco (Zn) (MADHAVI; DESHPANDE;
SALUNKHE, 1995; LIU, 1997; LIU, 2005).
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Figura 3 — Estrutura do acido fitico (Costello et al., 1976)

Nos graos de soja a concentragao de fitato varia de 1 a 1,47% (base seca), o
que equivale a 51,4-51,7% do total de fosforo presente. No entanto, a concentracao detectada,
depende ndo apenas da variedade, mas das condi¢des de processamento e da metodologia
empregada. Nos produtos derivados de soja, o teor de acido fitico também ¢ elevado como em
farinhas (1,42%) e isolados protéicos (1,52%) (LIU, 1997).

A funcio fisiologica do fitato nas plantas ¢ geralmente atribuida a reserva de
fosforo para a germinagdo. Seu interesse em alimentos estd relacionado ao efeito na
bioviabilidade de minerais e na solubilidade de proteinas. A habilidade do 4cido fitico quelar
ions metalicos di e tri valentes, tais como Ca, Mg, Zn e Fe, possibilita a formagdo de
compostos nao muito soliveis, que ndo sdo totalmente absorvidos pelo intestino (LIU, 1997).

Durante o processamento dos alimentos € também no trato gastrointestinal,
o inositol hexafosfato pode ser parcialmente defosforilado, formando penta, tetra e tri-fosfato,
pela acdo das fitases enddgenas, que sdo encontradas na maioria das plantas (ZHOU;
ERDMAN, 1995). Estes derivados t€ém capacidade de interagir com metais similar ao
hexafosfato, porém a for¢a da ligagdo depende do ntimero de fosfatos desprotonados da
molécula (PERSSON, 1998). Esta degradagdo ¢ de suma importancia nutricional, pois a
diminui¢do da ligagdo do AF com minerais, promove maior solubilidade quando os grupos
fosfatos sdo removidos do anel inositol, consequentemente aumenta a biodisponibilidade dos
ions (SANDBERG, 2002).

Um alimento ao ser submetido a hidratacdo, cozimento, extrusao, irradiacao,
fermentagdo entre outros, tem seu teor de fitato diminuido, dependendo das condi¢des de
processamento. Como o AF ¢ solivel em agua, a hidratagdo provoca uma redugdo no teor de
AF se a agua utilizada for descartada (REDDY; SATHE, 2002). Segundo Ma et al. (2005) a

maceragao provoca perdas de 6 a 28%, e quanto mais prolongado for o periodo de hidratagao,
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maiores sao as perdas. Os autores também relatam que a trituragdo promove o contato das
fitases endogenas com o AF que catalisam o processo de hidrolise. No entanto, a extrusao nao
provoca elevada degradacdao do AF (< 30%), pois o alimento ¢ submetido a altas temperaturas
por um curto tempo. Em muitos processamentos, a redug¢do do fitato é incompleta, podendo
haver acido fitico restante, que causa alteragdes nas caracteristicas funcionais do alimento
(REDDY; SATHE, 2002).

O AF tem sido considerado um antinutriente devido ao seu efeito inibitorio
na bioviabilidade dos minerais, através do seu poder quelante. Porém, esta propriedade
confere ao AF a funcdo de antioxidante, devido a sua capacidade de quelar o ferro,
bloqueando todas as suas possibilidades de ligacdo e impedindo que este mineral catalise a
formagdo de hidroxilas. O Fe** ¢ o responsavel por produzir as EROS (espécies reativas de
oxigénio) e causar a peroxidagdo lipidica, enquanto Fe’* ¢ relativamente inerte. Muitos
processos biologicos resultam na formacio de Fe*", a presenca do AF pode acelerar a redugio
do ferro, originando o Fe’™ ¢ inibindo a geracio de OH. Portanto, o AF presente nos alimentos
pode protegé-los contra a formacao de radicais livres (ZHOU; ERDMAN, 1995).

Dessa forma, Zhou e Erdman (1995) sugerem que através das propriedades
quelantes do AF muitos beneficios a saude humana sdo conferidos, tais como diminui¢ao do
colesterol e triglicerideos, prevenindo doengas do coracdo, célculos renais, e certos tipos de
cancer, como o de colon.

Em relacdo as doengas coronarianas, sabe-se que uma alta proporcao
zinco/cobre esta associado a hipocolesterolemia. Assim a acdo quelante do acido fitico, pode
alterar esse balango, afetando o nivel de colesterol sérico. Outra maneira de prevenir estas
doengas, esta relacionada a quelagdo do Ca pelo AF, que poderia prevenir a calcificagdo da
aorta (JENAB; THOMPSON, 2002).

Massey et al. (2005) afirmaram que alimentos a base de soja, contendo
moderadas concentragdes de fitato podem auxiliar na prevencdo do risco de formacao de
calculos renais, tanto por sua capacidade antioxidante, como pela habilidade de inibir a
formacao de cristais de célcio.

Estudos relacionados a aplicagdo do acido fitico em alimentos relatam que
eles podem agir efetivamente como antioxidantes. Empson et al. (1991) verificaram que
mesmo utilizando baixa concentragdo de acido fitico (ImM) houve reducdo na taxa de
degradagdo do 4cido ascorbico e da peroxidacdo lipidica de emulsdes 6leo-dgua em frangos

cozidos e congelados. Harbach et al. (2007) demonstraram que ao adicionar gérmen de milho



29

contendo 4cido fitico a dieta de porcos manteve a performance da carcaca e inibiu em 63% a

oxidagao lipidica da carne.

3.3 PRODUTOS A BASE DE SOJA E O PERFIL DE COMPOSTOS ANTIOXIDANTES

A utilizagd@o dos graos de soja no Brasil ¢ predominantemente para obtengao
de 6leo e ragdo para animais, a partir do farelo ou torta. Os derivados desta leguminosa como
farinha de soja, proteina texturizada de soja (PTS), isolado protéico de soja (IPS) também tém
sido amplamente empregados como ingredientes de varios produtos industrializados, o que
introduziu a soja de forma indireta na alimentacdo humana (FREITAS; BARBOSA;
FRANCA, 2000).

No Brasil ainda ndao ha um consumo generalizado da soja. A falta de
produtos com qualidade e o sabor caracteristico que apresentam, tem limitado a sua
aceitabilidade. Mas esta situacdo estd mudando diante da disponibilidade de tecnologias que
favorecem a melhoria do sabor, as quais incluem o tratamento térmico dos grios no
processamento, ou o melhoramento genético para a eliminagdo de lipoxigenase, responsavel
pelo desenvolvimento do sabor caracteristico (CARRAO-PANIZZI, 1996b). Segundo Morais
(2001), a ampliagdo do consumo de produtos de soja tem sido gradual e lenta, sendo
estimulada pela atual comprovagdo de seu valor na prevencao e tratamento da desnutrigdo,
quando suplementada a dieta de populagdes carentes.

A soja e seus derivados apresentam elevado teor de compostos fenodlicos,
como demonstrado por Barbosa et al. (2006) que encontraram 183 mg de equivalente de
catequina (mg EC)/100g na farinha de soja integral, 222 ¢ 200 mg EC/100g na farinha de
soja desengordurada obtida em laboratorio e comercial, respectivamente, 148 mg EC/100g na
PTS e 101 mg de catequina/100g no IPS.

Entre os flavonoides, as isoflavonas sdo predominantes nos alimentos a base
de soja, sendo que a quantidade e as formas quimicas presentes dependem das condigdes de
processamento, principalmente a temperatura em que o material € exposto (BARNES; KIRK;
COWARD, 1994). Muitos processos como ebuli¢do, fritura, cozimento em microondas e
radiagdo gama podem alterar o conteudo de isoflavonas presente nos produtos (AGUIAR,

2004).
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Barnes, Kirk e Coward (1994) ao realizar a extragdo de isoflavonas em
derivados de soja, constataram que os conjugados malonil sdo termicamente instaveis e
podem sofrer reacdes de de-esterificacao das ligagdes éster entre o grupo carboxila-malonato
e o grupo 6-hidroxila da glicose, produzindo [-glicosideos, ou sofrer reacdes de
descarboxilagdo dando origem aos respectivos conjugados acetil glicosideos. Durante os
processos térmicos e fermentativos, os compostos glicosilados, presentes nos graos de soja,
sdo transformados em suas formas agliconas, que sdo acumuladas no produto final (PARK et
al., 2001b).

Barbosa et al. (2006) constataram um teor de isoflavonas equivalente a 200
mg de agliconas/100g na farinha de soja integral e concentracdes de 191 e 381 mg de
agliconas/100g nas farinhas de soja desengorduradas (comercial e obtida em laboratério). Os
mesmos autores reportaram um teor de 124,1 mg de isoflavonas agliconas/100g no IPS. Goes-
Favoni et al. (2004) detectaram uma variagdo de 114 a 183 mg de isoflavonas/100g nas
proteinas texturizadas e de 123 e 180 mg de isoflavonas/100g nos EHS (extrato hidrossoluvel
de soja). Entre os produtos ndo fermentados, o tofu apresentou a menor concentracdo de
isoflavonas totais (337 pg/g) (WANG; MURPHY, 1994a).

Em relacdo ao teor de acido fitico em produtos derivados de soja, Reddy e
Sathe (2002) reportaram que quanto maior o conteudo de proteinas, maior o teor de AF, uma
vez que ele estd incorporado nos corpos protéicos. Assim, Massey et al. (2005) ao analisar 30
produtos a base de soja, notaram que a PTS apresentou o maior teor de AF (1,88 g/100g b.u.
na PTS). J4 nas duas marcas de farinha de soja analisadas o teor de fitato foi menor, sendo
equivalente a 1,10 e 1,40 g/100g b.u (base umida).

Rosset (2007) observou uma variagao de 0,73 a 1,69 g/100g b.s. e de 0,86 e
2,21 g/100g b.s. nos EHS e nos tofus obtidos a partir de diferentes variedades de soja.
Enquanto Massey et al. (2005) verificaram quantidades de fitato entre 0,89 e 6,21 mg/g b.u.
em 11 das 19 amostras de tofu.

O fitato ¢ estavel ao calor, ndo sofrendo grandes alteragdes durante o
transporte e armazenamento dos graos ou quando submetidos a processamentos que incluem
calor. Porém sua solubilidade em agua pode provocar grandes perdas, se a agua utilizada for
descartada (MA et al., 2005; REDDY; SATHE, 2002)

Dessa forma, o teor de compostos fenodlicos, flavondides (isoflavonas) e
acido fitico tende a variar entre os produtos, pois sofrem influéncia do processamento, sendo

que a matéria prima em si pode apresentar diferentes concentragdes destes compostos.
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3.4 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

As moléculas organicas e inorgénicas € 0s atomos que contém um ou mais
elétrons desemparelhados, com existéncia independente, podem ser classificados como
radicais livres. Esta configuracdo faz dos RL moléculas altamente instaveis e quimicamente
muito reativas (POMPELLA, 1997). Os radicais livres podem ser gerados no citoplasma, nas
mitocondrias ou na membrana e o seu alvo celular (proteinas, lipideos, carboidratos e DNA)
estd relacionado com o seu sitio de formagcdo (ANDERSON; JOHNSTONE; COOK-
NEWELL, 1995).

Os radicais livres importantes em organismos vivos incluem hidroxila
(*OH), anion superoxido (O,'*), 6xido nitrico (NO¢) e peroxil (RO;¢). Peroxinitrito (ONOO-),
acido hipocloroso (HOCI), peréxido de hidrogénio (H,O;), oxigénio no estado singleto
(frequentemente simbolizado como 'O,) ¢ 0zénio O3 ndo sio radicais livres, porém podem
facilmente sofrer reacdes, se transformando nas espécies reativas. A reatividade destas
espécies ¢ variada, sendo que uma vez formadas, elas podem reagir com outras moléculas por
varias interacdes. A velocidade e a seletividade desses tipos de reagdes dependem de fatores
como a concentragdo do radical e a localizagdo do elétron desemparelhado. O termo “espécies
reativas de oxigénio” (EROS) ¢ frequentemente usado para incluir espécies de radicais cujo
elétron desemparelhado encontra-se no 4tomo de oxigénio e também as espécies ndo radicais
comentadas (ARUOMA, 1999).

A concentracdo dos radicais livres pode aumentar devido a maior geragao
intracelular ou pela deficiéncia dos mecanismos antioxidantes. O desequilibrio entre
moléculas oxidantes e antioxidantes que resulta na indugdo de danos celulares pelos radicais
livres ¢ denominado de estresse oxidativo (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

De maneira geral, os antioxidantes podem ser definidos como substancias
que, quando presentes em baixas concentracdes em relacdo ao substrato oxidavel, sdo capazes
de inibir ou retardar substancialmente a oxidagdo daquele substrato. Os antioxidantes nao se
tornam radicais pela doagdo de elétrons, pois eles sdo estdveis em ambas as formas. Agentes
redutores, cuja fungdo ¢ transferir &tomos de hidrogénio, como o acido ascorbico, também sao
considerados antioxidantes. Algumas substancias ainda sdo capazes de quelar ions metalicos,
como cobre e ferro, os quais catalisam a oxidacao lipidica (KAUR; KAPOOR, 2001).

Os antioxidantes podem exibir diferentes mecanismos de acdo. O primeiro

¢ caracterizado pela capacidade que possuem de impedir a formagao de radicais livres, através
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da inibicao das reagdes em cadeia com o ferro e o cobre. Os antioxidantes sdo capazes de
interceptar os radicais livres gerados pelo metabolismo celular ou por fontes exdgenas,
impedindo o ataque sobre os lipideos, os aminoécidos das proteinas, a dupla ligacdo dos
acidos graxos poliinsaturados e as bases do DNA, evitando a formacdo de lesdes e perda da
integridade celular. Nesta classe de antioxidantes sdo encontrados as vitaminas C, E ¢ A, os
flavonoides e os carotenodides. O outro mecanismo estd baseado no bloqueio da decomposi¢ao
dos peroxidos e hidroperoxidos, convertendo-os na forma inativa por acdo de agentes
redutores, inibindo a rea¢do em cadeia através da captacdo de intermedidrios reativos como o0s
radicais peroxila. Os antioxidantes sintéticos, as vitaminas A ¢ E, e os compostos fendlicos
sdo capazes de atuar desta maneira (POMPELLA, 1997).

Os estudos sobre os antioxidantes tém ressaltado, principalmente, o uso de
nutrientes isolados no tratamento e preven¢do de doencas. Entretanto, nos alimentos sdo
encontrados uma grande variedade de substidncias que podem atuar em sinergismo na
protecao das células e tecidos (JACOB, 1995).

A importancia relacionada ao desempenho dos antioxidantes in Vivo
depende dos fatores: tipos de radicais livres formados; onde e como sdo gerados esses
radicais; analise ¢ métodos para a identificacdo dos danos e doses ideais para obter protecao.
Assim, ¢ perfeitamente possivel que um antioxidante atue como protetor em determinado

sistema, mas que falhe na prote¢do de outro (HALLIWELL et al., 1995).

3.4.1 Métodos Utilizados para a Determinagdo da Capacidade Antioxidante

A determinagdo da capacidade antioxidante em produtos alimenticios é um
grande desafio para os pesquisadores. Nos ultimos dez anos, houve um aumento de 340% no
nimero de artigos mencionando o termo “antioxidantes” (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005).
Devido a falta de um método padrdo, torna-se dificil comparar os resultados de diferentes
pesquisas ¢ a industria quimica e nutracéutica ndo pode estabelecer um controle efetivo dos
seus produtos contendo antioxidantes (HUANG; OU; PRIOR, 2005).

Alguns experimentos simples podem ser realizados para examinar
diretamente a capacidade antioxidante in vitro. Esta investiga¢do pode ser usada para excluir
uma possivel atividade antioxidante in vivo: um composto que ¢ pouco efetivo in vitro

provavelmente nao tera melhor agdo in vivo (ARUOMA, 1999).
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De acordo com as reagOes envolvidas, os ensaios de atividade antioxidante
podem ser divididos em duas categorias. O método direto ou de transferéncia de atomos de
hidrogénio (TAH) e o método indireto ou de transferéncia de elétrons (TE). Estes métodos
estimam a capacidade de sequestrar o radical (ou oxidante) e hd muitos métodos utilizando
ambos os mecanismos (HUANG; OU; PRIOR, 2005). Os ensaios de sequestro de radicais
ABTS™ (2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-4acido sulfonico) e o teste de redugdo do radical
DPPH" (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) sdo geralmente classificados como reagdes de
transferéncia de elétrons. No entanto, estes radicais podem ser neutralizados tanto por reducao
indireta via transferéncia de elétrons como por doagao de hidrogénio (JIMENEZ et al., 2004).

Os métodos diretos (TAH) sao baseados no estudo do efeito de um alimento
contendo antioxidantes na degradacdo oxidativa de um sistema teste, sendo caracterizada por
uma competicdo entre um substrato oxiddvel e o antioxidante pelos radicais. O substrato de
oxidacdo pode ser lipidios, misturas lipidicas, proteinas, DNA, ou espécies relevantes
biologicamente contendo lipidios, tais como, plasma sanguineo, LDL e membranas
bioldgicas. A peroxidagao lipidica ¢ considerada muito conveniente a este proposito devido a
muitos estudos tedricos e experimentais ja realizados (ROGINSKY; LISSI, 2005).

J& os métodos indiretos ou de transferéncia de elétrons, sdo aplicados para
verificar a capacidade do antioxidante em sequestrar alguns radicais livres, que ndo estao
associados com a real degradacdo oxidativa. Neste caso, ocorre uma reacdo de oxi-redug¢do
entre o oxidante (geralmente uma sonda para monitorar a reacdo) e o antioxidante. Estdo

baseados na seguinte reacao de transferéncia de elétrons:
Sonda (oxidante) + ¢” (do antioxidante) — sonda reduzida + antioxidante oxidado

A sonda ao ser reduzida pelo antioxidante sofre mudangas colorimétricas. A
intensidade da mudanca de cor ¢ proporcional a atividade deste antioxidante ou a
concentragdo do mesmo. Os ensaios TE incluem o método de Folin-Ciocalteu (FC), teste de
redugdo do radical livie DPPH’, ensaio de captura do radical livie ABTS™ também conhecido
como TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity) ¢ FRAP (Ferric Reducing Antioxidant
Power ou Poder Redutor do Ferro) (TOMEI; SALVADOR, 2007).

O método de Folin-Ciocalteu foi utilizado por muitos anos para determinar
o conteudo total de fenolicos em produtos naturais. A reacdo ocorre por um mecanismo de
oxidagdo/reducgdo, e por isso pode ser empregada para determinar a capacidade antioxidante
de uma amostra. Este ensaio tem muitas variacdes como a concentragdo dos reagentes € o

tempo de incubagdo (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005). A quimica do FC ainda ndo esta bem
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definida, porém este ensaio € conveniente, simples e reprodutivo. Além disso, um crescente
numero de publicagdes esta encontrando excelentes correlagdes lineares entre o total de
fenolicos e a atividade antioxidante. Esta correlagdo se deve as similaridades quimicas
presentes entre estes ensaios (TOMEIL; SALVADOR, 2007). O sistema caracteriza-se por uma
mistura de acidos fosfotunguistico e fosfomolibidico (coloragdo amarelada) em meio basico.
Os fenodis contidos nas amostras sdo energeticamente oxidados em meio alcalino, resultando
na formagdo do O,, o qual reage com os acidos formando compostos de coloragdo verde
(6xidos), com uma intensa absor¢do proximo de 750 nm. Os fenolicos determinados por FC
sdo frequentemente expressos em equivalente de acido galico (TOMEIL; SALVADOR, 2007).

O teste de redugdo do radical DPPH" estd sendo muito empregado para
determinar a capacidade antioxidante devido a sua rapidez e facilidade. Este radical organico
¢ um dos poucos radicais nitrogenados considerados estdveis e comercialmente eficazes
(OUFNAC, 2006). O ensaio ¢ iniciado pela adigdo do DPPH" e a amostra, em solugdo. A
capacidade da amostra em reduzir o DPPH’, ou seja, evitar sua oxidagdo é evidenciada pela
porcentagem de DPPH’ restante no sistema, que pode ser correlacionado com a concentragdo
de antioxidante (TOMEI; SALVADOR, 2007).

O ensaio baseado na captura do radical ABTS™, também estda sendo
amplamente utilizado para estimar a capacidade antioxidante. Ao contrario do radical DPPH’
que é obtido diretamente sem uma preparagdo prévia, o radical ABTS™ precisa ser gerado,
por meio de uma reagdo quimica, enzimatica ou eletroquimica. Neste ensaio, o ABTS ¢
oxidado pelo radical peroxil ou outros oxidantes para seu radical cation, ABTS™, que ¢é
intensamente colorido, e a atividade antioxidante ¢ medida pela capacidade que o composto
em teste possui em decrescer a cor reagindo diretamente com o radical ABTS™ (KUSKOSKI
et al., 2005).

Este método € operacionalmente simples, podendo ser empregado solventes
aquosos ou organicos € uma ampla faixa de pH. Termodinamicamente, um composto pode
reduzir ABTS™ quando apresentar um potencial redox menor que o seu (0,68V). Muitos
compostos fendlicos tém baixos potenciais redox, possibilitando a reagdo (AWIKA et al.,
2003).

O método de FRAP visa determinar a reducao do ferro em fluidos
biologicos e solugdes aquosas de compostos puros. O método pode ser aplicado ndo somente
para estudos da atividade antioxidante em extratos de alimentos e bebidas, mas, também, para
o estudo da eficiéncia antioxidante de substancias puras, com resultados comparaveis aqueles

obtidos com outras metodologias mais complexas. A reacao mede a redugdo férrica de 2,4,6-
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tripiridil -s- triazina (TPTZ) para um produto colorido, detectando compostos com potencial
redox < 0,7V (o potencial redox do Fe™-TPTZ). O poder redutor esté relacionado com o grau
de hidroxilagdo e com a extensdo dos conjugados presente na estrutura dos flavondides
(PULIDO, BRAVO, SAURA-CALIXTO, 2000). Porém, o teste FRAP ndo pode detectar
compostos que atuam bloqueando radicais pela transferéncia de H, particularmente proteinas.
O ensaio de FRAP mede somente os mecanismos de transferéncia de elétrons, entdo em
combina¢cdo com outros métodos pode ser util na distingdo de mecanismos antioxidantes
(PRIOR; WU; SCHAICH, 2005).

E importante observar que resultados de FRAP podem diferenciar-se
grandemente dependendo da escala de tempo de andlise, devido a diferentes reatividades dos
flavondides. Porém, em comparacdo com outros ensaios, FRAP ¢ simples, rapido, barato e
robusto, ndo requerendo equipamentos especializados (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005).
Thaipong et al. (2006) estimaram a atividade antioxidante total de extratos obtidos de frutos
de goiaba, pelos métodos ABTS™, DPPH", FRAP ¢ ORAC, e verificaram que FRAP foi a
técnica mais reprodutivel e aquela que apresentou uma elevada correlagdo com os teores de
acido ascorbico e grupos fenolicos.

Apesar da diversidade de métodos, ndo ha ainda um método universal pelo
qual a atividade antioxidante pode ser medida precisamente e quantitativamente. Segundo
Prior, Wu e Schaich (2005) um teste adequado deve analisar compostos quimicos que estdo
presentes naturalmente, utilizar uma fonte de radical relevante biologicamente, ter um
mecanismo quimico definido, instrumenta¢do disponivel e adaptavel para ensaios de

antioxidantes lipofilicos e hidrofilicos.

3.4.2 Capacidade Antioxidante de Derivados de Soja

Os seres humanos estdo expostos a uma série de agentes oxidantes que
podem causar danos oxidativos a biomoléculas, lipideos, proteinas e acidos nucléicos,
levando a um grande nimero de patologias incluindo cancer e arteriosclerose. Assim,
presume-se que a ingestdo de antioxidantes capazes de neutralizar os radicais livres possa ter
um papel importante na prevencao destas doengas (FRITZ et al., 2003).

Esta possibilidade de prevenir doengas por meio da dieta tem atraido a

atencdo, tanto da comunidade cientifica como das industrias alimenticias, com o objetivo
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comum de desenvolver os atualmente conhecidos “alimentos funcionais” ou alimentos ricos
em um ou mais compostos bioativos que apresentam efeitos positivos a saide (BARBOSA et
al., 20006).

Porém, alguns processamentos podem causar uma diminui¢do na capacidade
antioxidante. Xu e Chang (2008) ao estudar o efeito de diferentes tratamentos na AA de
legumes, tais como, ervilha verde e amarela, grao de bico e lentilha, demonstraram que a
maceragao, a fervura e o cozimento causam redugao na AA. Os autores também constataram
que a fervura e o cozimento sob pressdo provocam o escurecimento dos legumes,
provavelmente devido a formagdo de produtos da reagdo de Maillard, os quais podem ter
contribuido para aumentar a AA. Além disso, hd possibilidade do tratamento térmico ter
quebrado a ligacdo da glicose com os flavondides, formando agliconas, que sdo conhecidas
por sua maior capacidade antioxidante.

Em relacdo aos derivados de soja, Pratt e Birat (1979) reportaram que
farinha desengordurada, concentrado e isolado protéicos de soja apresentaram atividade
antioxidante significativa pelo método de cooxidacdo do P-caroteno/acido linoléico. Além
destes, os produtos de soja tradicionalmente usados no Japao, tais como miso, natto e tempeh,
sdo ativos contra a peroxida¢ao lipidica devido a presenga de isoflavonas que estariam ligadas
a atividade antioxidante.

Barbosa et al. (2006), ao avaliar a capacidade antioxidante da soja e seus
derivados pelo método do DPPH’ e pelo sistema B-caroteno/acido linoléico, demonstraram
que os produtos com maior AA foram o suplemento a base de gérmen de soja (5,1 pmol de
Trolox/g e 0,78 umol de BHT/g) e a farinha desengordurada de soja (5,0 umol de Trolox/g e
0,85 pmol BHT/g), e a menor AA foi encontrada no IPS (1,3 pmoles equivalentes de Trolox/
g ¢ 0,58 umoles equivalentes de BHT/g). Também foi encontrada uma alta correlagdo, acima
de 0,70, entre a atividade antioxidante avaliada pelos dois métodos e o teor de isoflavonas e

fendlicos totais, o que demonstra a importancia destes compostos como agentes antioxidantes.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

A variedade de soja estudada BRS 267 foi fornecida pela EMBRAPA —
Soja (Londrina- PR). A farinha desengordurada de soja (FDS), farinha integral de soja
organica (FISO), fibra de soja (FIS), fibra e gérmen de soja (FGS), extrato hidrossoluvel de
soja em po6 (EHS), isolado protéico de soja (IPS), proteina texturizada de soja (PTS), proteina
micronizada de soja (PMS) e tofu, foram adquiridos no comércio de Londrina — PR, sendo
analisado dois lotes de cada produto.

O padrao Trolox (6- hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-acido carboxilico)
foi obtido da Sigma Aldrich (EUA), a quercetina da Acros Organics ¢ o padrao acido galico
da Quimibras. Os reagentes ABTS (2,2-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-4cido sulfonico),
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), foram obtidos da Sigma Aldrich (EUA), TPTZ (2,4,6-tri
(2-piridil-striazina) e persulfato de potassio da Acros Organics ¢ o reagente de Folin-

Ciocalteau da Laborclin. Os demais reagentes empregados foram de grau analitico.

4.2 METODOS

4.2.1 Extragao de Compostos Antioxidantes

A extragdo dos compostos fendlicos foi realizado de acordo com Hung et al.
(2009). Um grama de amostra, previamente triturado e peneirado em tamis de 40 mesh, foi
misturado com 10 mL de etanol 80% e agitado por 20 minutos em mesa agitadora (Shaker
Marconi) a temperatura ambiente. Em seguida, centrifugou-se a suspensao (2500 g) (Jouan),
sendo o sobrenadante (extrato contendo os compostos fenolicos) coletado. O residuo foi re-
extraido duas vezes com 10 mL de etanol 80% e os sobrenadantes combinados. Por ultimo,
concentrou-se o extrato obtido em rotavapor (Tecnal) e o volume foi completado para 10 mL

com etanol ¢ estocado a -12°C até o momento de sua utilizacgao.



38

4.2.2 Determinagao do Teor de Compostos Fenodlicos Totais

A quantificagdo de compostos fendlicos foi realizada por Folin-Ciocalteau,
conforme descrito por Swain e Hillis (1959), com algumas modifica¢des. Para a reagdo colo-
rimétrica, uma aliquota de 0,5 mL dos extratos devidamente diluidos foi adicionada de 2,5 mL
de solugdo aquosa do reativo Folin-Ciocalteau a 10% e 2,0 mL de carbonato de sodio a 7,5%.
A mistura foi incubada por 5 minutos em banho-Maria a 50°C e posteriormente, a
absorbancia foi medida a 760 nm usando-se um branco como referéncia (espectrofotometro
UV-VIS Cintra 20). A concentracao total de feno6is de cada extrato foi quantificada por meio
de uma curva padrao preparada com éacido galico e expresso como mg de equivalente de acido
géalico/100g de amostra (mg EAG/100g). A quantificacdo dos compostos fendlicos nos

extratos das amostras foi realizada em triplicata.

4.2.3 Determinagao do Teor de Flavonoides Totais

O teor de flavonoides totais foi determinado de acordo com Boateng et al.
(2007), com algumas modifica¢des. Assim, 0,5 mL dos extratos foram adicionados de 2 mL
de agua deionizada. A mistura reagiu com 150 pL. de NaNO, (50 g/L), sendo incubada por 5
minutos. Logo apos, foi adicionado 150 pLL de AlICI; (100g/L) e decorrido mais 5 minutos, foi
acrescentado 1 mL de NaOH (1M) e 1,5 mL de 4gua deionizada. A solugdo foi agitada e a
absorvancia lida contra o branco a 415 nm. O teor de flavondides totais foi calculado com

base na curva padrao de quercetina e expresso em mg de equivalente de quercetina/100g (mg

EQ/100g).
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4.2.4 Determinacao da Atividade Antioxidante

4.2.4.1 Atividade antioxidante avaliada pelo sequestro do radical livre DPPH

O ensaio de capacidade antioxidante DPPH’ foi realizado segundo Brand-
Williams, Cuvelier e Berset (1995), com algumas alteracdes. Em um tubo de ensaio foram
misturados 1 mL de tampao acetato 100 mM, pH 5,5; 1 mL de etanol; 0,5 mL de solucao
etanolica de DPPH" 250 uM e 50 pL de amostra. Os tubos foram mantidos a temperatura
ambiente por 30 minutos no escuro e a absorvancia lida a 517nm. O controle positivo nao
continha amostra e o branco foi constituido de 1 mL de tampao acetato e 1,5 mL de etanol. A
capacidade de sequestrar os radicais livres foi calculada com base no decréscimo da absor-
vancia observada para cada concentracdo. A curva de calibragdo foi preparada com uma
solugdo de Trolox e os resultados expressos em pumol de Trolox/g de amostra, sendo esta

analise realizada em triplicata.

4.2.4.2 Atividade antioxidante avaliada pelo sequestro do radical livre ABTS™

A capacidade antioxidante dos extratos frente ao radical livre ABTS"™ foi

realizada de acordo com Thaipong et al. (2006), com algumas modificagdes. O cation ABTS™
foi preparado a partir da reagdo de 5 mL da solugdo estoque de ABTS 7mM com 88uL da
solugdo de persulfato de potdssio 140mM. A mistura foi armazenada em frasco escuro e em
temperatura ambiente por 12-16 horas antes do uso. No momento da analise, a mistura foi
diluida com alcool etilico até uma absorbancia de 0,70 £ 0,5 nm a 734 nm. Em ambiente
escuro, transferiu-se uma aliquota de 30 pL de cada diluicdo do extrato ou do padrao Trolox
para 3 mL da solugio ABTS". Apds homogeneizar em agitador de tubos, foi realizada a
leitura em 734 nm apds 6 minutos de reagdo, utilizando alcool etilico como branco. Solucdes
de etanol com concentragdes conhecidas de Trolox foram usadas para calibragdo. Os
resultados foram expressos como capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (umol de

Trolox/g de amostra). A analise foi realizada em triplicata.
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4.2.4.3 Atividade antioxidante avaliada pelo poder de reducao do ferro FRAP

O poder de reducao dos extratos foi avaliado de acordo com Benzie e Strain
(1996), com algumas modificagdes. O reagente de FRAP foi obtido a partir da combinacdo de
2,5 mL de uma solu¢ao 10 mM TPTZ em HCI 40 mM, 2,5 mL de cloreto férrico 20 mM e 25
mL de tampao acetato 0,3 mM pH 3,6 sendo utilizado imediatamente ap6s o seu preparo. Para
a avaliacdo da capacidade antioxidante uma aliquota de 90 pL de cada dilui¢do do extrato foi
transferida para tubos de ensaio, sendo acrescentado 270 puL. de agua destilada e 2,7 mL do
reagente FRAP preparado previamente. Apds a homogeneizacdo em agitador de tubos, as
amostras foram incubadas a 37°C por 30 minutos e a leitura realizada a 595 nm. Solugdes
com diferentes concentragdes de Trolox foram utilizadas para construir a curva de calibracao.
Assim, os resultados foram expressos em umol de Trolox/g de amostra e as analises

realizadas em triplicata.

4.2.4.4 Atividade antioxidante avaliada pelo método de peroxidacao lipidica

Esta avaliacdo da atividade antioxidante foi realizada de acordo com
Lingnert, Vallentin e Eriksson (1979), com algumas modifica¢des. Preparou-se uma emulsao
dissolvendo 0,02804 g de acido linoléico e 0,02804 g de Tween 20 (Sigma) em tampao
fosfato 0,1 M (10 mL pH 6,5), seguida de homogeneizagdo. Um volume de 20 pL das
amostras (sem diluicdo) foi misturado com 2 mL desta emulsdo. Apds agitacdo, os tubos
foram incubados no escuro a 37°C, durante 8 horas. Transcorrido este periodo, adicionou-se
0,2 mL da mistura a 2 mL de metanol (absoluto) e 6 mL de metanol 60%. Em seguida os
tubos foram agitados e a absorvancia lida a 234 nm. A atividade antioxidante foi calculada da
seguinte forma: AA = (ABSy34 do controle - ABS;34 da amostra)/(ABS,34 do controle). O

controle ndo continha amostra e o branco nao continha a amostra nem o acido linoléico.
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4.2.5 Determinacdo de Acido Fitico

Para extrair P (fosforo) fitico dos graos e produtos derivados de soja foi
utilizado o procedimento descrito por Thompson e Erdman (1982). Dessa forma, 2 g das
amostras foi misturado com 100 mL de uma solugdo TCA 3% + Na,SO4 10% sob agitacdo
mecanica por 2 h a 100 rpm (Shaker Marconi). Em seguida, filtrou-se em papel filtro
qualitativo, sendo o extrato coletado e o material retido desprezado.

Em seguida, foram adicionados em um tubo de centrifuga 10mL do extrato,
10mL 4gua deionizada e 12mL de FeCl;. Os mesmos foram colocados em banho-Maria a
100°C por 75 minutos. Decorrido este periodo, os tubos foram resfriados a temperatura
ambiente e centrifugados por 15 min a 5800 rpm (Jouan). O sobrenadante foi descartado (P
inorganico) e ao precipitado, adicionou-se SmL HCI 0,6% + Na,SO4 2,5% e centrifugou-se
por 15 minutos, sendo este procedimento repetido mais 3 vezes, totalizando quatro lavagens.
Apoés descartar o ultimo sobrenadante, o precipitado foi lavado com 7 mL de solucao
digestora (HNOs/HCLO4 4:1), transferindo-o para tubos de ensaio de alta resisténcia.

Estes tubos foram colocados no bloco digestor (Tecnal — TE 007D) a 50°C,
sendo a temperatura elevada gradativamente até¢ 200°C. Apds a digestao e diluicao adequada
das amostras, o fosforo fitico foi determinado colorimetricamente, segundo Chen, Toribara e
Warner (1956) e foi utilizado o fator 3,55, referente aos 28,2% de P presente na molécula de
AF, para converter o fosforo fitico em acido fitico.

O procedimento consistiu na constru¢do de uma curva padrao a partir de
uma solucdo estoque (0,05 g de KoHPO4 em 200 mL H,O) e solugdo de trabalho (2 mL da
solugdo estoque em 10 mL H,0), obtendo concentragdes entre 0,9 e 9,0 nug de fésforo. Para a
quantificagdo foi empregado o reagente de cor, constituido por uma solucdo de agua
deionizada, molibdato de amonio 2,5%, acido ascorbico 10% e acido sulfarico 6N (2:1:1:1).

A leitura das amostras foi realizada em espectrofotdometro UV-VIS (820 nm), Cintra 20.
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4.2.6 Determinacao dos Minerais Cobre, Ferro e Fosforo

As concentracdes de ferro e cobre foram analisadas para verificar sua
relacdo com a atividade antioxidante. A determinagdo de P foi realizada por ser uma medida
importante, pois representa a soma do teor de P organico e inorganico, sendo que o P fitico
esta contido na fracdo organica.

A andlise destes minerais foi realizada através da digestdo nitroperclorica
(HNO3:HCl1O4 /3:1). Apo6s a diluicdo adequada, a leitura de Cu, Fe e P foi realizada por
espectrometria de emissao de plasma (ICP- ICAP 61E, Thermo Jarrel Ash Corporation). As
medidas de absorvéancia foram feitas no laboratério de Solos do Instituto Agrondmico do

Parana (IAPAR, Londrina - PR).

4.2.7 Determinagao de Cinzas

O teor de cinzas da soja e de seus derivados foi determinado conforme
descricdo da AOAC (1998) utilizando a incineracao seguida da calcinacdo da amostra em

mufla a 550°C.

4.2.8 Determinagao de Umidade ¢ Residuo Seco

A umidade dos derivados de soja foi determinada por dessecagdo em estufa
a 105°C até peso constante de acordo com o método da AOAC (1998), em triplicata. Para
analise do teor de residuo seco, os extratos foram evaporados em banho-Maria e depois

dessecados em estufa (105°C) até peso constante.
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4.2.9 Analise Estatistica

As andlises foram realizadas em triplicatas genuinas e os resultados foram
expressos na forma de média + desvio-padrdo (n = 3). A comparagao das médias foi realizada
por andlise de variancia (ANOVA), seguido do teste Tukey (p < 0,05), utilizando o programa
Statistica versdo 6.0. Com o auxilio do mesmo programa foi realizada a analise de

componentes principais (ACP).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CoMPOSTOS FENOLICOS E FLAVONOIDES TOTAIS

Os graos de soja (BRS 267) apresentaram concentragdes de compostos
fenolicos e flavonoides totais equivalente a 187,8 mg EAG/100g b.s. e 94,3 mg EQ/100g b.s.,
(Tabela 1). Estes resultados estdo de acordo com os valores relatados na literatura. Genovese,
Hassimotto e Lajolo (2005), ao avaliar diferentes variedades de soja brasileiras, reportaram
teores de compostos fendlicos entre 143 e 225 mg de catequina/100g b.s. Em relagdo ao
conteudo de flavonoides, Boateng et al. (2007) encontraram aproximadamente 90 mg de
catequina/100g b.s., na variedade de soja americana estudada. Malencic et al. (2008)
detectaram em graos de soja da Sérvia, EUA e China, uma variacao de 189,1 a 384,0 mg de
catequina/100g b.s., e de 27,3 a 88,7 mg de rutina/100g b.s., para o teor de fenolicos e
flavondides, respectivamente.

A variagdo de compostos fenolicos e flavondides nos graos de soja pode ser
atribuida a fatores como genotipo, condigdes ambientais, grau de maturidade e local de
plantio (CARRAO-PANIZZI et al., 1999; WANG; MURPHY, 1994b). A temperatura durante
o desenvolvimento do grao ¢ um dos fatores mais importantes, pois segundo Carrdo-Panizzi et
al. (1999), a soja plantada em regides com temperaturas proximas a 20°C apresentaram
concentracdo média de isoflavonas de 147,8 mg/100g (FTAbyara) e 180,1 mg/100g (IAS 5) e
quando plantadas em regides com temperatura média de 25°C estas variedades apresentaram
73,5 mg/100g e 85,5 mg/100g, respectivamente. A recuperacdo de isoflavonas também
depende dos solventes utilizados na extragao.

Ao comparar o teor de compostos fenolicos de alguns vegetais provenientes
dos EUA e extraidos com solvente semelhante ao utilizado neste estudo (etanol 80%), nota-se
menores concentragdes na ervilha verde (134 mg EAG/100g b.s.) e no grao de bico (154 mg
EAG/100g b.s.) do que na soja analisada (187,8 mg EAG/100g b.s.), ao contrario da lentilha
(244 mg EAG/100g b.s.) e do feijao preto (320 mg EAG/g na lentilha b.s.) (XU; CHANG,
2007). Entre os cereais, apenas o milho apresentou maior teor de compostos fendlicos totais
que a soja (263 mg EAG/100g), sendo os valores menores para o trigo (135,92 mg
EAG/100g), aveia (111,09 mg EAG/100g) e arroz (94,6 mg EAG/100g) (ADOM; LIU, 2002).
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De acordo com os mesmos autores, a concentracao de flavonoides totais
encontrada na ervilha verde (19 mg EC/100g b.s.), no milho (48,76 mg EC/100g), no trigo
(35,99 mg EC/100g), na aveia (33,67 mg EC/100g ) e no arroz (26,70 mg EC/100g) foi menor
que o teor obtido para a soja estudada (BRS 267) (94,3 mg EC/100g b.s.). Valores superiores
foram detectados no feijdo preto (119 mg EC/100g) e na lentilha (122 mg EC/100g b.s.)
(ADOM; LIU, 2002; XU; CHANG, 2007).

Nos produtos derivados de soja houve uma grande variagdo no teor de
compostos fenolicos e flavonoides totais, como mostra a Tabela 1. A proteina micronizada,
farinha desengordurada e proteina texturizada (marcas 2 e 3), apresentaram as maiores
concentragdes de compostos fendlicos. A PMS também demonstrou o maior teor de
flavonoides totais (126,6 mg EQ/100g b.s.), provalvemente devido ao processamento que
consiste em uma dupla moagem, em moinho de martelo e em moinho de rolos, sendo ainda
submetido a um aquecimento (80°C) até a umidade final de 6 a 8%. Assim, a granulometria
fina que favorece a extragdo de compostos bioativos, pode ser uma das causas do elevado teor

encontrado, quando comparado com os demais produtos.
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Tabelal- Teores de umidade (%), fendlicos totais (mg EAG/100g b.s.) e flavondides
totais (mg EQ/100g b.s.) na soja e produtos derivados

Produto/Marca Umidade Fenolicos totais Flavonoides
totais
Soja (BRS 267) 8,4+0,2° 187,8 0,7 943+ 1,7°
Farinha desengordurada de soja | 6,8+ 0,14%f 2423 +5,7* 104,1 + 1,6
Farinha integral de soja organica | 6,5+ 0,3%%"¢ 186,1 + 8,3" 101,0+1,7°
Extrato hidrossoliivel de sojal | 6,2+0,1%¢ 1942 + 42" 66,3 + 3,5"¢
Extrato hidrossoluvel de soja 2 5,8+£0,1%" 204,2 +£5,7° 55,5 +2.3"
Extrato hidrossolGvel de soja3 | 5,8 +0,28" 230,2 + 5,4° 71,4 + 3,45
Proteina texturizada de soja 1 73+02% | 2229424 102,8 +2,9°
Proteina texturizada de soja 2 7,3+0,3¢ 241,1 + 4,0° 99,8 + 2,8>¢
Proteina texturizada de soja 3 6,3 0,55 2431 £2.2° 100,1 +2,4%¢
Proteina texturizada de soja4 | 6,4+ 0,01 | 215,6+3,1% 78,9 +2,8¢
Proteina micronizada de Soja 6,9 +0,1%F 243,5 £ 3,5° 126,6 +£1,7°
Isolado protéico de soja 1 48+0,1' 138,4 +3,3" 78,8 +2,0°
Isolado protéico de soja 2 5,0+0,1" 136,4 +3,5" 83,1 +2,5¢
Fibra de soja 7,0+02%" | 1442+ 12" 72,3+ 1,6°
Fibra e gérmen de soja 68+02%" | 2139+1,1¢ 1042+ 1,6
Tofu 1 83,8+ 0,6 104,3 +6,3' 27,9 2,6
Tofu 2 87,2 +0,9° 171,3 + 4,48 62,2+ 3,18
Tofu 3 87,2+ 0,3 163,5+2,2¢ 54,6 +2,5"

As letras minusculas na mesma coluna indicam diferenca significativa (Tukey, p<0,05).

A farinha desengordurada de soja apresentou maior teor de compostos
fenodlicos totais (242,3 mg EAG/100g b.s.) que a farinha integral de soja organica (186,1 mg
EAG/100g b.s.). Barbosa et al. (2006) encontraram valores equivalentes a 200 e 222 mg de
catequina/100g b.s., em farinhas de soja desengorduradas, e na farinha de soja integral 183
mg de catequina/100g b.s. A diferenga entre estes produtos pode estar associada ao
desengorduramento, que promove uma maior concentracdo de compostos fendlicos na fragao

néo lipidica (GOES-FAVONI et al., 2004).
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Ao analisar a presenga de flavondides em diferentes marcas de farinhas de
soja comerciais Goes-Favoni et al. (2004) encontraram uma variagdo de 65 a 168 mg de
isoflavonas totais/100g, sendo a forma malonil-genistina a mais abundante. Os resultados
obtidos demonstram que o teor de flavonoides totais nas farinhas integral e desengordurada
ndo diferiu significativamente (101,0 e 104,1 mg EQ/100g b.s., respectivamente). Uma vez
que estes produtos sdo de diferentes marcas, outros fatores além da remog¢ao dos lipidios
podem estar associados, tais como a variedade de soja empregada e as condi¢des de
processamento (WANG; MURPHY, 1996).

Em relagdo aos produtos protéicos, nota-se que o teor de compostos
fendlicos totais foi maior nas PTS (valor médio 230,7 mg EAG/100g b.s.) do que nos IPS
(valor médio 137,4 mg EAG/100g b.s.), como também demonstrado por Barbosa et al.
(2006). O teor de flavondides totais encontrado nas PTS e nos IPS de diferentes marcas variou
de 78,9 a 102,8 e de 78,9 a 83,1 mg EQ/100g b.s., respectivamente (Tabela 1). Ao analisar as
isoflavonas, Goes-Favoni et al. (2004) também reportaram diferengas entre os quatro tipos de
PTS estudados, havendo uma variagdo de 68 a 112 mg/100g. Em relagdo ao IPS, Barbosa et
al. (2006), detectaram valor superior (124 mg de isoflavonas/100g de amostra) ao encontrado
no presente estudo.

As diferencas encontradas em relagdo ao conteudo de compostos fenolicos e
flavondides nas diferentes marcas de PTS podem ser atribuidas as condicdes de
processamento, uma vez que podem ser obtidas a partir de farinha de soja tostada,
desengordurada, ou ainda a partir de concentrados ou isolados protéicos (GENOVESE;
LAJOLO, 2002). Durante a obtengao da PTS, a extrusdo termopldstica promove uma
desnaturacdo e reorientagdo das proteinas da soja. Apesar das condi¢des drasticas empregadas
neste processamento, que associa alta temperatura, pressdo e cisalhamento, Singletary et al.
(2000) observaram uma redug¢do ndo significativa de 9% em relacdo a matéria-prima
(concentrado protéico de soja), indicando que as isoflavonas ndo foram degradadas durante a
extrusdo. Além disso, como as isoflavonas estdo associadas a compostos solaveis,
principalmente proteinas, o maior teor deste nutriente (50%), justifica a concentragao elevada
de compostos fendlicos e flavonoides totais na PTS (WANG; MURPHY, 1996).

Apesar da elevada concentracdo de proteinas no IPS (90%), Wang e
Murphy (1996) reportaram que este produto contém baixos teores de isoflavonas devido as
perdas ocasionadas durante a extra¢do, pois o pH alcalino pode modificar as cargas das
moléculas de proteinas e alterar as ligagdes com as isoflavonas. Ao realizar a obtengdo de IPS

por extracao em pH 9,0 a 55°C, Lui et al. (2003) notaram que o sobrenadante apresentava
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mais da metade das isoflavonas presente na matéria prima (farinha desengordurada de soja) e
o residuo insoluvel, composto por fibras, continha cerca de 12% de isoflavonas. Ainda
segundo estes autores a obtengdo de concentrados ou isolados protéicos de soja por extragdo
alcodlica gera uma diminui¢do no contetido de isoflavonas (cerca de 90%), pois sdo muito
soluveis nestas solugdes. Assim, as perdas decorrentes do processamento causaram uma
diminui¢do no teor de compostos fenolicos e flavonodides nos IPS, em comparacdo com os
demais produtos.

Os EHS analisados apresentaram diferengas tanto em relagdo aos compostos
fenolicos totais (194,2 a 230,2 mg de EAG/100 g de amostra) como os flavondides totais
(55,5a 71,4 mg EQ/100 g amostra b.s.). Ao analisar os flavonoides de maior destaque na soja,
as isoflavonas, Goées-Favoni et al. (2004), encontraram uma variacdo de 123 a 180 mg de
isoflavonas/100g em produtos brasileiros, enquanto Wang e Murphy (1994) ao estudar os
EHS americanos detectaram valores entre 100 e 118 mg isoflavonas agliconas/100g. Nestes
estudos a metodologia empregada (cromatografia liquida de alta eficiéncia) pode ser um dos
fatores responsaveis pelas diferencas encontradas.

Além da metodologia, o processamento pode acarretar em mudangas no teor
de compostos bioativos. Algumas marcas de EHS s3o formuladas a partir do IPS, farinha
desengordurada, entre outros. Porém, segundo os fabricantes, os produtos analisados foram
obtidos a partir dos grdos de soja. O EHS marca 2 foi preparado a partir de graos descascados
e micronizados, fator que pode ter contribuido para o maior teor de compostos fenolicos e
flavondides, em relacdo a marca 1. Os demais fabricantes ndo forneceram informagdes sobre
seu processamento.

Durante a obten¢do do EHS, compostos soluveis em dgua sdao separados do
residuo insoluivel (okara) apos cozimento e filtragem. Wang e Murphy (1996) analisaram os
constituintes quimicos presentes no okara e observaram quantidades insignificantes de
isoflavonas, indicando que elas estdo mais associadas a proteinas soluveis do que aos
carboidratos insoluveis. Assim, o modo de obtencdo do EHS utilizado pelos autores, ndo
alterou significativamente o teor de isoflavonas presente neste produto (194 mg isoflavonas
agliconas/100g) quando comparado com os graos de soja empregados (217,2 mg isoflavonas
agliconas/100g).

A fibra de soja e o formulado fibra e gérmen de soja apresentaram valores
de 1442 e 213,9 mg EAG/100g b.s., para o teor de fendlicos totais e 72,3 e 104,2 mg
EQ/100g b.s., em relagdo aos flavonodides totais, respectivamente. Estes valores estdo

relacionados com o baixo teor destes compostos presente na fibra, mas que podem ser
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suplementados com a adi¢cdo de gérmen de soja. Esta porcao do grao, denominada hipocotilo,
possui alta concentragdo de isoflavonas, sendo encontradas quantidades de 5,5 a 6 vezes
maiores que no cotilédone (TSUKAMOTO et al., 1995). Segundo Barbosa et al. (2006) o
suplemento comercial de isoflavonas, a base de gérmen de soja, apresentou elevado teor de
compostos fendlicos totais (413 mg catequina/100g b.s.) e isoflavonas (711 mg de isoflavonas
agliconas/100g).

Entre os produtos analisados, os tofus apresentaram menor teor de
compostos fendlicos, e no caseiro (marca 1) também foi detectado a menor concentragdo de
flavonoides totais (27,9 mg EQ/100g b.s.). Entre as trés marcas de tofu analisadas, a segunda
continha o maior teor de flavondides totais (62,2 9 mg EQ/100g b.s.), 55% a mais que o tofu
caseiro (marca 1). A variacdo entre as marcas pode ser devido ao processamento, bem como
os diferentes coagulantes empregados.

Wang e Murphy (1996) ao analisar derivados de soja, como tofu, miso e
tempeh, detectaram teores de isoflavonas correspondente a 33,7; 29,4 ¢ 62,5 mg/100g b.s.,
respectivamente. Valores semelhantes foram encontrados por Coward et al (1998) para o tofu
(32,3 mg/100g), sendo que o preparado a partir do EHS desengordurado apresentou menor
teor de isoflavonas (26,09 mg/100 g). De acordo com estes autores, a etapa de coagula¢ao do
EHS, ¢ a maior responsavel pela diminui¢do do teor de isoflavonas, havendo uma redugdo
para 33% do contetido presente nos graos de soja. Ainda segundo este estudo, o aquecimento
ndo provocou diminui¢do no teor de isoflavonas, mas elas foram fracionadas entre o okara e o
soro, sendo as perdas na agua de maceragdo pequenas (WANG; MURPHY, 1996).

Segundo Wang e Murphy (1996) a presenga € a concentracao das
isoflavonas nos produtos a base de soja dependem das condi¢des de processamento. Os
produtos ndo-fermentados t€ém concentragdes de isoflavonas duas a trés vezes superiores que
os fermentados, entretanto, ocorre uma diferente distribuicdo dos constituintes nestes dois
grupos: os produtos fermentados apresentam predominantemente agliconas enquanto os
produtos ndo-fermentados tém maiores concentragdes de P-glicosidios (COWARD et al.,
1993). Portanto, a concentragdo de compostos fendlicos e flavonoides tende a variar entre os
produtos, bem como as formas presentes, o que pode resultar em diferengas na capacidade
antioxidante dos mesmos.

Pesquisas recentes comprovam que a administragdo de isoflavonas
purificadas produz efeitos bioldgicos menos significativos quanto a reducdo do risco de
doengas que aqueles produzidos pelo consumo de isoflavonas associadas as proteinas da soja

(BADGER et al., 2002). Atualmente, preconiza-se que a ingestdo de 25 g de proteinas de soja
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juntamente com cerca de 30 a 50 mg de isoflavonas diariamente sdo capazes de reduzir o
colesterol sérico (SETCHELL, 1998). Considerando que as isoflavonas sdo as formas
predominantes dentro do grupo dos flavonoéides na soja (WANG; MURPHY, 1994), pode-se
inferir que os grios de soja e a farinha integral de soja organica, que contém
aproximadamente 40% de proteinas e a farinha desengordurada de soja contendo 50% de
proteinas, contribuiriam com 58,9; 59,0 e 48,5 mg de flavondides totais, respectivamente, se a
recomendacdo de consumo de proteinas (25 g) fosse obedecida. As PTS e a PMS tém em
média 50% de proteina e o consumo de 25 g diarias deste nutriente, pode contribuir entre 36,9
e 58,9 mg de flavondides totais.

Considerando a dilui¢ao do EHS (30 g de produto para um copo de 250 mL)
e o teor de proteinas (40%), seria necessario aproximadamente 2 copos de EHS para atender o
consumo necessario de proteinas (25 g), que forneceria o teor recomendado de isoflavonas
(32,7 a 42,0 mg de flavonoides totais).

Em relacdo aos IPS, cujo teor de proteinas ¢ elevado (90%), mas ha menor
concentragdo de flavondides, seria necessario ingerir cerca de 39 g do produto para obter o
minimo de flavondides totais (30 mg). Da mesma forma, a fibra de soja (40% de proteina),
tem baixo teor destes compostos, sendo necessario ingerir 44,6 g para atingir o teor de
isoflavonas recomendado. Em contraste, para atender o consumo de proteinas (25 g) através
do produto fibra e gérmen de soja, contendo menor teor deste nutriente (20%), seria
necessario um consumo de 125 g do mesmo, o que forneceria um elevado teor de flavonodides
totais (121,4 mg). O mesmo ocorre nos tofus, que contém baixo teor de proteinas (7,5 a 10%),
exigindo um consumo muito elevado (250 a 333 g), sem ainda suprir a quantidade necessaria
de flavondides.

Portanto, a escolha de um unico produto para atingir os niveis
recomendados deve ser cautelosa, sendo que a ingestdo de varios alimentos a base de soja
facilita a obtencao do teor de proteinas e flavondides necessario para conferir os beneficios

desejados.

5.2 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

A soja e seus derivados apresentaram diferencas em relacdo a atividade

antioxidante avaliada pelos métodos de sequestro de radicais livres DPPH" e ABTS™ e pelo
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poder de reducao do ferro (FRAP), como mostra a Tabela 2. Sabe-se que a AA de um
alimento depende da natureza e concentracao dos antioxidantes naturais presentes € que certos
compostos podem agir em sinergismo (ALONSO et al., 1999).

A PMS demonstrou maior AA pelo método FRAP, nao diferindo da PTS 2
(p< 0,05) no ensaio DPPH’, e das PTS 2 e 3 (p<0,05) no método ABTS™ (Tabela 2),
provavelmente devido ao elevado teor de compostos fenolicos e flavondides encontrados
nestes alimentos a base de soja (Tabela 1). Além disso, os extratos etanodlicos destes produtos
apresentaram maiores valores de residuo seco, variando de 1,42 a 1,57% (Tabela 3),
indicando que houve uma maior eficiéncia na extracdo dos compostos responsaveis pela AA.
Apesar de todos os produtos passarem por tamises de 40 mesh antes da extragdo, o
processamento da PMS, que consiste em uma dupla moagem, e a extrusdo termopléstica que
origina a PTS, com modificagdes na orientagdo das proteinas, pode ter facilitado a a¢do do
solvente.

Os resultados obtidos estdo de acordo com Barbosa et al. (2006) que ao
avaliar a atividade antioxidante pelo método DPPH’, encontraram valores semelhantes para os
graos de soja (3,7 umol de Trolox/g de amostra b.s.), IPS (1,3 pmol de Trolox/g de amostra
b.s.) e farinha desengordurada de soja (4,2 a 5,0 umol de Trolox/g de amostra b.s.). Ja a
farinha de soja integral apresentou maior AA (4,0 pmol de Trolox/g de amostra b.s.) do que a
farinha integral de soja organica analisada neste estudo (2,9 pmol de Trolox/g de amostra
b.s.), o que demonstra que a variedade de soja, bem como o processamento, sdo fatores que
podem influenciar a AA.

Utilizando o método DPPH’, Xu e Chang (2007) analisaram o potencial
antioxidante dos graos de soja das variedades amarela e preta, encontrando teores de 1,96 e
13,39 umol de Trolox/g b.s., respectivamente. As diferengas encontradas estdo relacionadas
aos maiores teores de compostos fendlicos e flavondides na variedade de soja preta. No
mesmo estudo nota-se que a soja analisada (BRS 267) apresentou maior potencial
antioxidante que a ervilha verde (0,26 umol de Trolox/g b.s.), ervilha amarela (2,60 pumol de
Trolox/g b.s.) e grao de bico (2,06 umol de Trolox/g b.s.), porém menor que o demonstrado
pela lentilha (12,92 umol de Trolox/g b.s.) e feijao preto (14,50 umol de Trolox/g b.s.).

Em todos os ensaios, a fibra de soja apresentou menor AA que a fibra e
gérmen de soja. Segundo Monje et al. (2006) o gérmen de soja apresenta maior capacidade de
sequestrar radicias DPPH' que o cotilédone, devido ao acimulo de isoflavonas nesta porgdo
do grdo, visando proteger a planta contra patégenos. Entre os produtos que demonstraram

menor AA pelo método DPPH’, a fibra de soja, isolado protéico de soja e tofu também
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apresentaram menor conteudo de compostos fendlicos. Em concordancia com Huang, Fu e Ho
(2003), as marcas de tofu apresentaram em média 50% da capacidade antioxidante dos graos
de soja analisados, o que indica que as perdas de compostos fendlicos e flavondides durante o

processamento, acarretam em uma diminui¢do na atividade antioxidante.

Tabela 2 - Atividade antioxidante avaliada pelos métodos DPPH’, ABTS™" ¢ FRAP

(umol de Trolox/g de amostra b.s.) na soja e produtos derivados

Produto/Marca DPPH’ ABTS™ FRAP
Soja (BRS 267) 4,0+ 0,1 7,1+0,2 8,4 +0,05%"
Farinha desengordurada de soja 42 + (2%t 9,2 +0,3° 9,5+0,1°¢
Farinha integral de soja orgénica 29+ O,li 5,4+0,4%8 6,7 £ 0,2h’i
Extrato hidrossoluvel de soja 1 3,5+0,18 7,7 +0,1%f 6,5 + 0,34
Extrato hidrossolavel de soja 2 3,8+ 0,20 8,1 +0,3%¢ 8,9 +0,2%¢
Extrato hidrossolivel de soja 3 4.4 +0,2%¢ 8,9 +0,3%¢ 6,3 + 0,34
Proteina texturizada de soja 1 4,7+0,3% 8,7+ 0,2°¢ 7,3 £0,3¢
Proteina texturizada de soja 2 6,3 +0,3° 10,5+ 0,2° 10,9 £0,1°
Proteina texturizada de soja 3 54+0,6° 10,2 +0,2° 9,1 +0,2%¢
Proteina texturizada de soja 4 5,1+0,1°¢ 8,4 +0,4% 82+0,1°
Proteina micronizada de soja 6,6 £0,2% 10,0 £ 0,2° 12,4 +0,3*
Isolado protéico de soja 1 1,9+ O,Zi’j 5,6+ 0,28 6,1 £ O,Zi’j
Isolado protéico de soja 2 1,7+0,1 4,1+0,3" 6,0 + 0,5
Fibra de soja 1,8+ 0,3 4,1+0,1" 3,1+0,1™
Fibra e gérmen de soja 3,4+0,28 7,6 £0,5% 5,5+0,3
Tofu 1 1,7+0,0 0,8+ 0,1 3.8+02'
Tofu 2 2,740,2" 3,4+0,2 7,4+ 0,58
Tofu 3 2,4+0,1™ 34+02 7,0 £ 0,480

As letras minusculas na mesma coluna indicam diferenca significativa (Tukey, p<0,05).

Valores superiores de AA foram detectados pelo método ABTS™. Entre os
produtos analisados, a PMS e a PTS (marcas 2 e 3) apresentaram maior capacidade
antioxidante (superior a 10 umol de Trolox/g de amostra b.s.), seguida da farinha de soja

desengordurada e demais marcas de PTS. As marcas de EHS apresentaram AA variando de
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7,7 a 8,9 umol de Trolox/g de amostra b.s., estando proximo ao valor encontrado para o
produto fibra e gérmen de soja (7,6 umol de Trolox/g de amostra b.s.) e superior ao detectado
no IPS (valor médio 4,85 pmol de Trolox/g de amostra b.s.). Os demais produtos, fibra de
soja e tofu, apresentaram menor capacidade de sequestrar o radical livie ABTS™, bem como a
menor porcentagem de residuo seco 0,69 e 0,60%, respectivamente, indicando que além do
processamento causar diminui¢do no teor de compostos fendlicos e flavonoides, a matriz do
alimento dificultou a extracdo destes compostos, proporcionando uma menor atividade
antioxidante.

Em relagdo a capacidade antioxidante determinada pelo ensaio FRAP os
produtos que apresentaram maior atividade foram a proteina micronizada, proteina texturizada
(marca 2) e farinha desengordurada. A fibra de soja apresentou menor poder de redug¢do do
ferro, seguida do tofu (marca 1) e do isolado protéico de soja (marca 2). Bolling, Blumberg e
Chen (2009) reportaram que o isolado protéico de soja, a farinha integral de soja ¢ o
concentrado protéico de soja estdo em ordem crescente de poder de reducao do ferro (FRAP).

Os graos de soja apresentaram AA pelo ensaio de FRAP correspondente a
8,4 umol de Trolox/g de amostra b.s. Este valor estd acima do encontrado por Bolling,
Blumberg ¢ Chen (2009), cujos valores foram 0,24 (variedade amarela) e 3,87 pg de Fe*'/g de
amostra b.s. (variedade preta). Porém, como os autores utilizaram como padrio para a curva
de calibragdo sulfato ferroso, resultados diferentes eram esperados.

Boateng et al. (2007) ao realizarem o método FRAP para varios graos,
incluindo a soja, demonstraram que os compostos fendlicos totais diminuem apds a
maceracdo, mas aumentam depois da torra. A maceracdo leva ao amaciamento da parede
celular dos tecidos que ¢ usualmente acompanhada pela solubilizagcdo dos flavondides ligados
a esta estrutura, consequentemente ¢ provavel que estes compostos possam ser lixiviados pela
agua durante o processamento. Entretanto, durante o aquecimento ocorre a ruptura celular ou
a quebra de compostos insoluveis, facilitando a extragdo dos mesmos. Além disso, de acordo
com Siddhuraju (2006) e Xu e Chang (2008), a estabilidade dos compostos antioxidantes
durante o aquecimento pode ser devido a formacao de produtos da reacdo de Maillard como o
hidrometilfurfural (HMF) que possui alta capacidade antioxidante. Estes fatores explicam a
maior AA das PTS e da PMS, que foram submetidas a um tratamento térmico ¢ mantiveram
um alto teor de compostos fendlicos e flavonodides totais.

No presente estudo os compostos fendlicos apresentaram uma alta
correlacdo com os métodos ABTS™ (r = 0,93; p<0,05), DPPH’ (r = 0,89; p<0,05) e FRAP (r =

0,74; p<0,05). O método de Folin determina o teor de fenolicos totais, mas como consiste em



54

um mecanismo basico de oxidacao/reducao, pode ser considerado uma avaliagcdo da atividade
antioxidante (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005). E provavel que os compostos medidos por
Folin, 4cidos fendlicos, flavonodides, entre outras substincias, estejam envolvidos com o
sequestro dos radicais livres ABTS™ e DPPH' e em menor extensio com o poder redutor do
ferro. Awika et al. (2003) ao avaliar a AA de sorgos, também encontraram elevados
coeficientes de correlacdo entre compostos fendlicos totais e os métodos de ABTS™ (¥ =
0,97) e DPPH’ (1* = 0,96).

Foi observado que a correlagdo com flavondides totais foi menor para
ambos os métodos, ABTS™ (r = 0,69; p<0,05), DPPH" (r = 0,62; p<0,05) e FRAP (r = 0,58;
p<0,05). Estes dados indicam que ndo apenas os flavonoides, mas outros compostos fenolicos
contribuem para AA da soja e seus derivados, bem como substancias ndo incluidas neste
grupo, tais como acido fitico, peptideos, entre outras ainda ndo identificadas.

Cos et al. (2003) reportaram que a genisteina foi menos eficiente nos
ensaios de DPPH’ e peroxida¢io do 4cido linoléico que outros compostos fenolicos,
pertencentes as classes do 4cido cindmico, 4cido benzodico, proantocianidinas e estilbenos.
Além disso, a ligacdo da glicose com a aglicona reduz a atividade antioxidante das
isoflavonas em 50 a 100 vezes (NAIM, 1976). De acordo com Sakthivelu et al. (2008) ¢
possivel que &cidos fendlicos e alguns outros compostos presentes na soja sejam responsaveis
pela atividade sequestrante do DPPH".

Os principais acidos fendlicos encontrados nos derivados de soja sdo acido
clorogénico, caféico, p-cumarico e feralico (PRATT; BIRAC, 1979). Sua atividade
antioxidante se deve aos grupos hidroxilas presentes nos anéis A e/ou B, que possibilitam a
transferéncia de elétrons ou hidrogénio para os radicais livres. As isoflavonas sdo os
compostos predominantes no grupo dos flavondides e sua capacidade antioxidante depende do
nimero e da posicdo dos grupos hidroxilas, bem como do grau de substituicdo. Entre as
isoflavonas, a genisteina possui maior AA, devido a presenga de hidroxilas na posi¢dao 5 do
anel A ¢ 4 do anel B (MADHAVI; DESHPANDE; SALUNHE, 1995; PRATT; BIRAT,
1979).

Em relagio aos métodos de avaliagdo da atividade antioxidante, o DPPH" e
ABTS™ apresentaram uma alta correlagdo (r = 0,88; p<0,05), visto que ambos detectam a
capacidade de sequestrar radicais livres. Em relacdo ao ensaio FRAP, as correlagdes com os
métodos DPPH" e ABTS™" também foram consideréaveis, r = 0,82; p<0,05 e r = 0,71 p<0,05;
respectivamente. O ensaio FRAP consiste em um mecanismo de agdo caracterizado

exclusivamente por troca de elétrons, enquanto os métodos DPPH" e ABTS™ podem detectar
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tanto transferéncia de elétrons como de atomos de hidrogénio (PRIOR; WU; SCHAICH,
2005).

De acordo com Awika et al. (2003) os sorgos marrons, apresentaram
diferencas minimas entre os valores de ABTS™ ¢ DPPH'. Segundo os autores, o método
ABTS™ tem maior flexibilidade e pode ser utilizado em diferentes niveis de pH, ao contrario
do DPPH’, que ¢ sensivel ao pH acido. Além disso, o reagente ABTS™ ¢ soluvel em solventes
organicos € aquosos e o tempo de reacdo ¢ menor. Em geral, estes dois métodos estdo
fortemente relacionados (ABTS™ e DPPH’). Assim, ambos podem ser igualmente uteis no
acompanhamento da AA de extratos naturais, desde que nao haja interferéncia de pigmentos.

Os resultados obtidos sugerem que os produtos derivados de soja podem
agir como inibidores de radicais livres ou sequestrantes, agindo provavelmente como
antioxidantes primarios. Sua a¢do contra os radicais livres, particularmente os radicais
peroxil, que sdo os maiores propagadores da autoxidacdo em cadeia dos lipideos, finalizaria a
reacdo (FRANKEL, 1991; YANG et al., 2000).

Assim a atividade antioxidante também foi avaliada pela interceptacao dos
radicais livres provenientes da peroxidagdo do acido linoléico (método direto), sendo os
valores relatados na Tabela 3. A farinha desengordurada, a proteina micronizada e os graos de
soja apresentaram maior porcentagem de inibicdo, 85,6; 81,3 e 80,3%, respectivamente
(Tabela 3). Esta AA foi semelhante entre as marcas de PTS e EHS analisadas, variando de
63,5 a 77,9%. Os demais produtos apresentaram menor capacidade de inibigdo.

Yang et al. (2000) ao testar o efeito antioxidante de caldo de soja (soybean
broth), conhecida como uma bebida muito saudavel no Taiwan, demonstraram uma inibi¢ao
maxima de acido linoléico de 85% (sem dilui¢ao). Segundo os autores esta atividade pode ser
devido a reducgdo dos hidroperdxidos formados, inativagdo de radicais livres, complexagao
com ions metalicos, ou uma combinagdo destes fatores.

Barbosa et al. (2006) ao realizar o ensaio de co-oxidagdo B-caroteno/acido
linoléico, comprovaram que a farinha desengordurada de soja, graos de soja e PTS tém maior
capacidade antioxidante que a farinha integral e IPS. Genovese, Hassimotto ¢ Lajolo (2005)
utilizando o mesmo método, observaram que as variedades de soja brasileira apresentam uma
variacdo de 37,8 a 48,9% de inibicao do descoramento do B-caroteno, sendo encontrada uma
baixa correlagdo entre a AA e o total de fendlicos (r = 0,26) e isoflavonas (r = 0,06). Estes
valores demonstram que apesar da semelhanga entre as amostras analisadas, o método de co-

oxidacao B-caroteno/acido linoléico confere resultados diferentes, dificultando a comparacao.
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Tabela 3- Atividade antioxidante avaliada pelo método de peroxidagao
do 4cido linoléico (% de inibi¢do) e residuo seco dos extratos

(%) na soja e produtos derivados

Produtos % Inibicao Residuo seco
Soja (BRS 267) 80,3 = 1,4*° 1,1 +0,04°
Farinha desengordurada de soja 85,6 +0,8* 1,0 £ 0,04°
Farinha organica de soja 69,9 + 0,8%¢ 1,1+0,03"
Extrato hidrossoluvel de soja 1 65,3 +3,5% 1,3 +0,05%¢
Extrato hidrossoluvel de soja 2 70,4 + 4,0%¢ 1,3+0,10°
Extrato hidrossoltivel de soja 3 73,6 + 3,65 1,3+ 0,06°
Proteina texturizada de soja 1 63,5+ 2,3f 1,2+ 0,0401’e
Proteina texturizada de soja 2 69,1 + I,Od’e 1,5+ 0,04b
Proteina texturizada de soja 3 77,9 + 2,2b’C 1,6 £ 0,06%
Proteina texturizada de soja 4 65,2 + 3,86’f 1,5+ 0,04""b
Proteina micronizada de Soja 81,3+ 3,1“’b 1,4 £ O,Olb
Isolado protéico de soja 1 40,0 + 2,1i 1,1 £0,03°
Isolado protéico de soja 2 455+ 1,5" 1,1 +0,02°
Fibra de soja 455+ 14" 0,7 + 0,03¢
Fibra e gérmen de soja 53,3 +2.8% 1,1 £0,04°
Tofu 1 40,8 2,7 0,6 + 0,028
Tofu 2 52,4+2,8¢ 1,0 + 0,04"
Tofu 3 53,9 +2,8% 1,1 +0,05°

As letras mintisculas na mesma coluna indicam diferenca significativa (Tukey, p<0,05).

Neste estudo uma alta correlagdo entre compostos fendlicos e AA avaliada

pelo ensaio de peroxidacdo do acido linoléico foi encontrada (r = 0,82; p<0,05), assim como

nos demais ensaios de AA, a correlacdo deste método com o teor de flavondides totais foi

menor (r = 0,55; p<0,05), o que confirma que os compostos fendlicos estdo estritamente

relacionados com a AA em produtos a base de soja. O método de PAL ainda apresentou

correlacdes semelhantes com os métodos ABTS™ (r = 0,78; p<0,05); DPPH" (r = 0,77,

p<0,05) e FRAP (r = 0,74; p<0,05).

Dessa forma, os produtos derivados de soja rettm compostos bioativos

presentes no grdo, que atuam como antioxidantes tanto sequestrando radicais livres ja
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formados no meio (ABTS™ ¢ DPPH"), como transferindo elétrons (FRAP) ou impedindo a
propagacao da reacdo em cadeia através da interceptacdo de radicais livres gerados durante a
oxidacao de um substrato lipidico.

Apesar do objetivo dos ensaios de atividade antioxidante consistir em prever
a eficiéncia bioldgica dos antioxidantes, um método s6 é considerado apropriado se estiver
correlacionado com a eficiéncia in vivo deste antioxidante. Devido ao complexo conjunto de
fatores que influencia o acesso e a resposta do antioxidante as diferentes espécies reativas €
dificil predizer o valor verdadeiro da atividade antioxidante de uma amostra baseada em
apenas um ensaio. Além disso, apenas a atividade antioxidante ndo explica o efeito potencial
de um composto in vivo, uma vez que outras propriedades tais como modificagdo da atividade
enzimatica ou sinalizacdo celular sdo possiveis (AWIKA, 2003). H4 expectativas que mais
dados epidemiolodgicos e biologicos relacionados aos antioxidantes se tornem disponiveis,

assim um melhor discernimento serad obtido em relacdo a relevancia dos dados in vitro.

5.3 AcIpo FiTICO E MINERAIS

Os graos de soja (BRS 267) e produtos derivados apresentaram diferentes
teores de P total, P fitico e acido fitico (Tabela 4). Nos graos de soja (BRS 267) as
concentragdes de P total, P fitico e acido fitico corresponderam a 0,79; 0,55 ¢ 1,94 mg/100g
b.s., estando préoximo aos valores encontrados por Rosset (2007) ao analisar a mesma
variedade de soja 0,77; 0,46 e 1,63 mg/100g b.s., respectivamente.

Os tofus marcas 2 e 3 apresentaram os maiores niveis de acido fitico (2,45 e
2,34 ¢/100g b.s., respectivamente), aproximadamente 30% a mais que o tofu marca 1 (1,68
g/100g b.s.), no qual também foi detectado menores teores de P total e P fitico (Tabela 4).
Estes altos valores, quando comparados com os demais produtos, podem ocorrer devido a
extracdo do acido fitico durante o preparo do EHS, que precipita com as proteinas na fase de

coagulacao (LIU, 1997).



Tabela 4 — P total, P fitico, AF (g/100g b.s.) na soja e produtos derivados

58

Produtos P total P fitico AF

Soja (BRS 267) 0,79 +0,01% | 0,55+0,01" 1,94
Farinha desengordurada de soja | 0,83 + 0,04*>¢ | 0,58 + 0,02 2,08%¢

Farinha orgénica de soja 0,63 +0,00" | 0,43 +0,02" 1,51
Extrato hidrossolivel de soja1 | 0,62 +0,02" | 0,42 +0,01™ 1,48™

Extrato hidrossoluvel de soja 2 0,61 £ 0,02h 0,42 + 0,01h 1,50h

Extrato hidrossoltivel de soja3 | 0,63 +0,02" | 0,40+ 0,02' 1,41

Proteina texturizada de soja 1 0,76 £ 0,03f 0,55+ 0,02f 1,95f
Proteina texturizada de soja2 | 0,79 + 0,01%" | 0,56 + 0,02°" 1,99

Proteina texturizada de soja3 | 0,77 +0,01%" | 0,55+ 0,01 1,96

Proteina texturizada de soja4 | 0,76 +0,03%" | 0,55+ 0,03 1,95

Proteina micronizada de Soja 0,80 +0,03%¢ | 0,60+ 0,02° 2,13¢
Isolado protéico de soja 1 0,83 + 0,04 | 0,56 + 0,01%f 2,004¢f
Isolado protéico de soja 2 0,84+ 0,01*° | 0,58 +0,01%¢ 2,07%%¢

Fibra de soja 0,48+0,01' | 0,32+0,00 1,15

Fibra e gérmen de soja 0,37+0,02' | 0,17+0,02" 0,60

Tofu 1 0,69 + 0,008 | 0,47 +0,02¢ 1,688

Tofu 2 0,81 +0,05"¢ | 0,69 +0,02* 2,45

Tofu 3 0,85+0,01* | 0,66+ 0,02 2,34°

As letras mintuisculas na mesma coluna indicam diferenca significativa (Tukey, p<0,05).

Segundo Anderson e Wolf (1995), os teores de AF em diferentes tipos de
tofus variaram de 1,5 a 2,9 g/100g b.s. Rosset (2007) encontrou valores de AF entre 0,86 e
2,21 g/100g b.s. em tofus obtidos a partir de diferentes variedades de soja. Estes dados
indicam que as variedades de soja empregadas, bem como o processamento, proporcionam
diferentes niveis de AF nos tofus. Além disso, as trés marcas de tofus analisadas, foram
fabricadas com coagulantes diferentes, sulfato de magnésio (marca 1), sulfato de calcio
(marca 2) e glucona-delta-lactona (marca 3), fator que pode ter contribuido com as diferengas
encontradas, como também demonstrado por Mahfuz et al. (2004).

Nos produtos protéicos foram detectados niveis semelhantes de acido fitico,
equivalente a 2,13 g/100g b.s. na PMS, 2,00 e 2,07 g/100g b.s nas duas marcas de IPS, e uma
pequena variagdo de 1,95 a 1,99 g/100g b.s. nas quatro marcas de PTS estudadas. Massey et
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al. (2005) detectaram um teor de 1,88 g/100g b.u. para a PTS. Reddy e Sathe (2002)
reportaram que quanto maior o conteudo de proteinas, maior o teor de AF, uma vez que este
estd incorporado nos corpos protéicos dos grdos e permanece associado apds o
processamento.

A farinha integral apresentou menor teor de AF (1,51 g/100g b.s.) que a
farinha desengordurada (2,08 g/100g b.s.), provavelmente devido ao desengorduramento, que
promove a concentracdo de compostos ndo gordurosos, diferengas na matéria prima e no
processamento. Massey et al. (2005) encontraram teores de fitato equivalentes a 1,10 e 1,40
g/100g b.u., nas duas marcas de farinha de soja analisadas.

As menores concentracoes de AF variaram de 1,41 a 1,50 g/100g nas
diferentes marcas de EHS, 1,15 g/100g na fibra de soja e 0,60 g/100g na fibra e gérmen de
soja (Tabela 4). Beléia, Ida e Lethi (1990) detectaram um teor de 1,06 mg/g b.s. para o EHS
analisado e Rosset (2007) observou uma variacao de 0,73 a 1,69 g/100g b.s. nos EHS obtidos
a partir de diferentes variedades de soja. O baixo teor de acido fitico encontrado nos produtos
contendo fibra de soja, ou residuo insoltvel, pode ser devido a alta solubilidade do AF na
agua de maceracdo (LESTIENNE et al., 2005).

O AF apresentou correlagdo significativa, porém muito baixa com o ensaio
de DPPHe (r = 0,14). Segundo Filgueiras et al. (2009) o AF extraido de gérmen de milho ndo
apresentou capacidade de doacdo de elétrons ao DPPHe. J4 em relagdo ao método de redugao
do ferro (FRAP) notou-se neste estudo uma correlagdo maior (r = 0,48 p<0,05), indicando que
o AF pode estar envolvido nesta acdo dos antioxidantes. Os demais métodos nao
apresentaram correlagdes significativas.

Em relagdo ao teor de cinzas, ferro e cobre houve diferencas entre os
produtos analisados, como mostra a Tabela 5. Os graos de soja (BRS 267) apresentaram 1,5
mg/100g b.s. e 10,97 mg/100g b.s., em relacdo ao cobre e ferro, respectivamente (Tabela 5).
Estes valores estdo proximos aos relatados na literatura. Ciabotti et al. (2006) detectaram
teores de cobre e ferro correspondentes a 1,35 e 7,99 mg/100g na variedade de soja BRS 133
e 1,05 e 8,70 mg/100g b.s., nos graos de soja BRS 213. Rosset (2007) ao analisar o teor de
ferro na mesma variedade de soja estudada, BRS 267, detectou 9,2 mg/100g b.s.

Entre os derivados de soja, o IPS (marca 1) apresentou o maior teor de cobre
(1,94 mg/100g b.s.), seguido da marca 2 (1,80 mg/100g b.s) e demais produtos protéicos,
PMS (1,76 mg/100g b.s.) e PTS (valor médio de 1,63 mg/100g b.s). A farinha desengordurada
de soja novamente apresentou maior teor de cobre (1,74 mg/100g b.s.) que a farinha integral

(1,47 mg/100g b.s.).
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Os EHS e os tofus analisados apresentaram teores de cobre entre 1,20 ¢ 1,32
mg/100g b.s. e entre 0,86 ¢ 1,26 mg/100g b.s., respectivamente. Ciabotti et al. (2006)
detectaram valores semelhantes para o tofu (1,19 a 1,32 mg/100g b.s.) e superiores para o
EHS, variando de 2,42 a 2,88 mg/100g b.s. Os demais produtos fibra de soja e fibra e gérmen
de soja apresentaram as menores concentragdes de cobre correspondentes a 0,77 e 1,11

mg/100g b.s., respectivamente.

Tabela5- Teor de cinzas (g/100g b.s.), cobre e ferro (mg/100g b.s.) na soja e produtos

derivados
Produtos Cinzas Cu Fe

Soja (BRS 267) 56+0,1° 1,50 + 0,017 | 10,97+ 0,168
Farinha desengordurada de soja | 6,1 £0,1%" | 1,74+0,06™ | 10,31 + 0,95
Farinha integral de soja organica 4,6+0,1" 1,47+0,01" | 13,41+0,80"

Extrato hidrossoltivel de soja 1 44+0,1° 1,32 + 0,088 7,56 + 0,50’

Extrato hidrossolaivel de soja 2 4,4+0,2" 1,31 £0,10¢ 7,07 0,61

Extrato hidrossolivel de soja 3 50+0,1" 1,20+£0,01™ | 6,85+0,28

Proteina texturizada de soja 1 6,2 +0,1%¢ 1,57 +0,05%¢ 9,59 + 0,94
Proteina texturizada de soja 2 6,6 +0,1° 1,64 +0,02¢ | 20,18+ 0,93°
Proteina texturizada de soja 3 6,5+ 0,0°¢ 1,66 £0,03%¢ | 1523+0,51°
Proteina texturizada de soja 4 6,2+ 0,25 1,64 +0,06 | 17,80+ 0,90°
Proteina micronizada de Soja 7,4+0,1* 1,76 + 0,07b 16,47 + 0,54d
Isolado protéico de soja 1 3,840, 1,94 +0,01" | 20,52+0,74°
Isolado protéico de soja 2 3,7+0,1 1,80+ 0,13 | 20,08+ 0,49"
Fibra de soja 4,6+0,1" 0,77 + 0,04’ 13,90 + 0,96
Fibra e gérmen de soja 4,5 + 0,1i 1,11+ 0,01i 26,81 £ 0,84*

Tofu 1 3,1+0,0° 0,86 + 0,03 9,56 + 0,71

Tofu 2 59+0.2%" 1,26 +£0,028" | 9,33+0,81'

Tofu 3 59+0,2! 1,24 +£0,04%" | 9,32+0,95'

As letras minusculas na mesma coluna indicam diferenga significativa (Tukey, p<0,05).

Em relacao ao teor de ferro, a fibra e gérmen de soja apresentou maior valor
(26,81 mg/100g b.s.), 51,8% superior a fibra de soja (13,9 mg/100g b.s.). Entre os produtos
protéicos, PMS, IPS e PTS houve uma grande variagdo de 9,59 a 20,08 mg/100g b.s. A



61

farinha integral apresentou maior teor de ferro (13,41 mg/100g b.s.) que a farinha
desengordurada (10,31 mg/100g b.s.). Estes dados implicam que o ferro sofre mais variagdes
que o cobre, de acordo com a matéria-prima e o processamento.

No entanto, o conteido de ferro entre as marcas de EHS e tofu sofreram
menores variagdes, de 6,85 a 7,56 mg/100g b.s. e de 9,32 a 9,56 mg/100g b.s,
respectivamente. Em concordancia com o presente estudo Rosset (2007) detectou valores
entre 5,7 ¢ 7,2 mg/100g b.s. em EHS e uma variagdo de 6,2 a 9,8 mg/100g b.s. em tofus.
Ciabotti et al. (2006) relatou uma diminuicdo no teor de ferro durante o processo de
branqueamento seguido da maceragdo dos graos de soja para obtengdo do EHS e tofu.

O ferro ¢ um micronutriente essencial para a maioria dos organismos,
devido a sua habilidade de existir em dois estados de oxidacdo (Fe*" e Fe’"), podendo
catalisar inumeras reagdes bioquimicas. Porém, quando presente na forma livre (Fe*")
participa da reacdo de Fenton, originando espécies reativas de oxigénio, que podem causar
danos as proteinas, lipideos e até mesmo ao DNA (MINIHANE; RIMBACH, 2002). O ferro
catalisa a formacao de hidroxila (*OH) a partir do anion superoxido (O,) e do peroxido de
hidrogénio (H,0,), sendo necessario haver pelo menos um sitio de ligagdo disponivel ou
ocupado por uma molécula facilmente dissociavel, como a dgua (GRAF et al., 1984).

A forte afinidade entre o acido fitico e o ferro permite a formagdao de um
quelato, ocupando todos os sitios de ligacdo do Fe, impedindo a formagdo de *OH e
diminuindo a velocidade de peroxidagdo lipidica (GRAF et al., 1984). Poucos quelantes
possuem a habilidade de formar quelatos estaveis a ponto de tornar os metais ndo reativos. O
acido fitico apresenta esta fungdo quando encontrado em razdes molares fitato-ferro de 0,25;
sendo que acima deste valor a formacao de *OH ¢ totalmente bloqueada (GRAF; EMPSON,
1987). Assim, calculando a razio molar (mg AF:PM AF / mg Fe:PM Fe) foi possivel
constatar que todos os produtos analisados, incluindo os graos de soja, apresentaram razoes
molares superiores a 0,25; indicando que o alto teor de AF em relagdo a concentragdo de
ferro, permite sua atuagdo como quelante, impedindo que este metal forme EROS e catalise as
reacdes de peroxidagdo lipidica.

Apesar do cobre ter menor efeito na oxidacdo lipidica que o ferro
(MIZUSHIMA; TAKAMA; ZAMA, 1997) ele ¢ mais efetivo que o Fe na oxidagao do LDL
(PIETTA, 2000) e do 4acido ascorbico, um antioxidante importante (EMPSON; LABUZA;
GRAF, 1991). Empson, Labuza e Graf (1991) demonstraram que o AF foi capaz de inibir

apenas parcialmente a oxidagao do acido ascorbico catalisada pelo cobre, enquanto Graf et al.
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(1987) comprovaram a total eficiéncia do AF em bloquear esta oxidagdo catalisada pelo ferro.
Isso pode ser explicado pela maior afinidade do AF com ferro em detrimento do cobre.

Contudo, deve-se lembrar que estes ions metalicos sdo essenciais para o
desempenho de muitas fungdes fisiologicas, pois sdo constituintes de hemoproteinas e
cofatores de diferentes enzimas, incluindo aquelas envolvidas na defesa antioxidante, tais
como o ferro para catalase, cobre para ceruloplasmina e Cu e Zn para a superdéxido dismutase
(PIETTA, 2000).

A correlagdo entre o teor do cobre com os ensaios de atividade antioxidante
foram significativos (p<0,05), sendo a maior correlagdo encontrada com o método de reducao
do ferro (FRAP) r = 0,64, seguido dos ensaios de ABTS™ r=0,49; DPPH r=0,40 ¢ PAL r =
0,35, indicando que de alguma forma o aumento do teor de cobre proporciona maior AA. Em
contraste, o teor de ferro ndo apresentou correlacdo com os ensaios de atividade antioxidante,
com exce¢ao do ensaio de PAL r = -0,26. Esta correlagdo negativa indica que elevados teores
de ferro, catalisam a reagdo de peroxidacao lipidica, formando mais radicais livres, o que
dificulta a a¢do dos compostos antioxidantes.

A atividade antioxidante dos flavonoides parece estar relacionada ndo so
com sequestro de radicais livres, mas também com a capacidade de quelar metais. Assim, ions
metalicos, como Fe e Cu que catalisam reagdes de oxidagdo, também podem ser quelados por
flavondides e alguns estudos tém demonstrado que os quelatos formados sao mais efetivos no
sequestro de radicais livres que os flavonodides isolados (KOSTYUK et al.,2004; MALESEV;
KUNTIC, 2007; MORIDANI et al., 2003). Segundo Kostyuk et al. (2004), os flavondides
rutina, taxifolina, (-)-epicatequina e luteolina tiveram maior potencial sequestrante quando
complexado com os metais Cu®*, Fe*" e Fe’*. Entre estes complexos, os mais efetivos foram
os formados com o cobre. Os mesmos autores demonstraram que os flavonoides complexados
sofreram menor oxidag¢ao que os flavondides livres, indicando que a presenga do metal forma
o centro ativo mais efetivo no sequestro do anion superdxido. Resultados semelhantes foram
encontrados por Moridani et al. (2003), que demonstraram que os complexos do tipo 2:1
flavonoide-metal, formado por Cu®’, Fe*" ¢ Fe'*, foram mais efetivos do que os respectivos
flavonodides (rutina, catequina, taxifolina, luteolina, fisetina, quercetina, caempferol), no
sequestro de radicais superdxidos, gerado por um sistema enzimatico.

Dessa forma, o contetido de flavondides nos produtos a base de soja,
apresentou correlacdo com os metais cobre (r = 0,59 p< 0,05) e ferro (r = 0,47 p< 0,05),
indicando que a presenca destes minerais, principalmente do cobre, pode ter contribuido com

a acdo antioxidante dos flavonodides na soja e nos derivados.
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5.4 ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS

A andlise de Componentes Principais (ACP) foi utilizada para verificar a
relacdo entre a atividade antioxidante e composicdo de compostos fenolicos, flavonodides,
acido fitico, cobre e ferro nos diferentes produtos analisados. Os dois primeiros componentes
principais explicaram 74,69% da variancia total. As figuras 4A e 4B mostram as proje¢oes
das analises realizadas e dos produtos estudados, respectivamente, sobre o plano fatorial (CP
1 x CP 2).

O CP 1 mostrou-se correlacionado com o teor de compostos fendlicos,
flavonoides, cobre e pelas medidas de AA (ABTS™, DPPH’, PAL e FRAP) (Figura 4A).
Apesar dos métodos de avaliagdo da atividade antioxidante apresentarem diferentes
mecanismos, todos caracterizaram as amostras de forma semelhante. J4 o CP 2 foi

caracterizado pelo teor de Fe e AF, ndo estando correlacionados com a atividade antioxidante.

1.0 R
5
e A !
Ferro e ] s FG3 B
- .
3
s Flavondides
: FI3 :
= ABTS 2 : ]
8 folios @ §1 FOS FTS2
° ol | TH | o i R L Y
i by | . . g
2 obre paL g : T.oful iE'HSZ .Qa E-DS
o v Toficd; 2 |
4y |
] !
70‘5 i
-3 1
Acidd, Fitico -
-5
-1.0
-6
-1.0 -05 0.0 05 1.0 B 5 4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 6
CP1:57,83% CP 1:57.83%
Figura4 -  Analise de componentes principais a partir da composi¢cdo ¢ da atividade

antioxidante: projecdo das variaveis (A) e grafico de amostras (B).

O grafico das amostras revela que os produtos que apresentaram maior
atividade antioxidante encontram-se a direita, os quais também apresentaram maior teor de
compostos fenolicos, flavonoides e cobre. Estes alimentos a base de soja sdo caracterizados

pelo alto teor de proteinas, confirmando que os compostos bioativos estdo associados ao
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conteudo protéico. Nota-se que os produtos PTS, EHS e as farinhas de soja (organica e
desengordurada) foram localizadas proximas a variedade de soja estudada (BRS 267),
indicando que apesar de haver diferengas na matéria prima, o processamento nao provocou
alteragdes bruscas no teor de compostos fenolicos e flavondides, e a atividade antioxidante foi
mantida. O distanciamento da PMS em relagdo a estes produtos, consequéncia do maior teor
de compostos bioativos e elevada AA, pode ser devido a concentracao destes compostos, uma
vez que os lipideos e os carboidratos presente nos graos, sdo parcialmente eliminados, como
ocorre em outros produtos. Além disso, a facilidade de extragdo, proporcionada pela fina
granulometria da PMS, pode ter contribuido para os maiores valores encontrados, como ja
citado anteriormente.

No entanto, apesar do alto contetido protéico do IPS (90%), as duas marcas
analisadas foram alocadas mais a esquerda do grafico, demonstrando que o modo de obtengao
(extracdo alcalina ou alcodlica) remove os compostos bioativos, consequentemente diminui a
capacidade antioxidante.

Os tofus apresentaram-se a esquerda do grafico, devido ao menor teor de
compostos relacionados com a AA. Porém sua localizagdo na parte inferior do grafico indica
maior concentragdo de acido fitico, que é um importante quelante de ions metélicos
responsaveis por acelerar a peroxidagao lipidica, além de oferecer outros beneficios a satde
humana. O produto fibra e gérmen de soja foi alocado mais acima do gréafico, devido a
presenga de elevada concentragcdo de ferro. A localizacdo da fibra de soja também revela um
teor consideravel de ferro, e juntamente com o tofu marca 1, é caracterizado como um dos
produtos com menor teor de compostos antioxidantes. Portanto, estes alimentos a base de soja
ndo apresentaram teor de compostos fendlicos e flavondides aprecidveis, nem atividade
antioxidante elevadas, porém se destacaram pela presenga de outras substancias importantes
para o organismo.

Ainda ¢ importante ressaltar que com exce¢do do tofu, os produtos
analisados serdo diluidos no momento do consumo, ou passardo por outros processamentos,
pois podem ser utilizados para diversos fins. Isto afetard a concentragdo final dos compostos
bioativos, bem como seu potencial antioxidante. Assim, a soja ¢ seus derivados constituem
fontes de antioxidantes, porém a real quantidade destes compostos no momento do consumo e

o real aproveitamento pelo organismo ainda nao foram estimados.
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Os produtos derivados de soja conservam diversos compostos
antioxidantes presente nos graos;

As maiores concentracdes de compostos fenolicos totais foram
encontrados na farinha desengordurada (242,3 mg EAG/100g b.s.),
proteinas texturizadas marcas 2 (241,1 mg EAG/100g b.s.) e 3 (243,1
mg EAG/100g b.s.) e proteina micronizada (243,5 mg EAG/100g b.s.),
sendo que esta ainda apresentou o maior teor de flavonoides totais
(126,6 mg EQ/100g b.s.);

A PMS demonstrou maior AA pelo método FRAP, ndo diferindo da
PTS 2 (p< 0,05) no ensaio DPPH’, e das PTS 2 e 3 (p<0,05) no método
ABTS™;

Em relagdo ao teste de peroxidacdo do acido linoléico, a FDS, a PMS ¢
os graos de soja apresentaram maior porcentagem de inibicdo, 85,6;
81,3 e 80,3%, respectivamente;

Houve uma variacao de 0,60 a 2,45 g/100g, em relagdo ao teor de AF,
sendo que a concentragdo de ferro variou de 6,85 a 26,81 mg/100g b.s.
e de cobre 0,77 a 1,94 mg/100g b.s. (IPS marca 1);

Pela ACP, pdde-se notar que com excecdo do IPS os produtos com
elevado teor de proteinas foram caracterizados pelo maior teor de
compostos fenodlicos, flavondides, cobre e elevada AA, ja os produtos
contendo fibra de soja se destacaram pelo alto teor de Fe e os tofus pela
elevada concentracao de AF;

Portanto, os produtos a base de soja analisados possuem varios
compostos, que contribuem de diferentes formas para o desempenho da
atividade antioxidante. Porém a real concentragdo destes compostos e
seu potencial no momento do consumo dependerdao do modo de preparo

destes produtos.
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