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ANDRADE, J. C. Efeitos dos parametros de processamento térmico de farinha
de soja integral sobre a conversao de isoflavonas e inativacdo dos inibidores
de tripsina. 2015. 72 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia de Alimentos) —
Universidade Estadual de Londrina. Londrina, 2015.

RESUMO

O processamento térmico € uma das operagdes mais utilizadas, tanto na industria
quanto no preparo de produtos da soja em pequena escala. E capaz de alterar as
isoflavonas, que sao destacadas pelos seus beneficios a saude, e os inibidores de
tripsina, conhecidos por seu efeito anti-nutricional. O objetivo deste trabalho foi
investigar a influéncia do tratamento térmico da farinha de soja integral (FSI) sobre a
conversao de isoflavonas e inativagao dos inibidores de tripsina, visando a obtengao
de FSI com maior conversao de isoflavonas e reduzida atividade de inibidores de
tripsina. Os graos de soja foram moidos e a FSI foi submetida ao tratamento em
estufa, utilizando o delineamento experimental 32 cujas variaveis independentes
foram a temperatura e tempo de tratamento térmico e as fungdes respostas foram o
teor das diferentes formas de isoflavonas e a atividade residual de inibidores de
tripsina. As diferentes formas de isoflavonas foram quantificadas por cromatografia
liqguida de ultra eficiéncia (CLUE). A atividade de inibidores de tripsina foi
determinada utilizando o substrato benzoyl-DL-arginine 4-nitroanilide hydrochloride
(BAPNA) e quantificada por espectrofotometria. Modelos matematicos foram
estabelecidos e poderdo ser utilizados na definicdo do tratamento térmico para
obtengao de FSI com converséo de isoflavonas e reducdo na atividade de inibidores
de ftripsina. O tratamento térmico da FSI em estufa alterou o teor e perfil das
diferentes formas de isoflavonas, sendo que a 2000C por 20 min ocorreu maior
conversao das isoflavonas malonilglicosideos em acetilglicosideos, B-glicosideos e
agliconas, bem como maior redugao na atividade de inibidores de tripsina.

Palavras-chave: Isoflavonas. Inibidores de tripsina. Farinha de soja. Calor seco.



ANDRADE, J. C. Effects of thermal processing parameters of whole soybean
flour on the conversion of isoflavones and inactivation of trypsin inhibitors.
2015. 72 p. Dissertation (Master’'s Degree in Food Science) — Londrina State
University. Londrina, 2015.

ABSTRACT

The thermal treatment process is one of the most used operations, both in industry
and in the small-scale preparation of soy products. It is able to change the
isoflavones, highlighted for their health benefits, and trypsin inhibitors, known for their
anti-nutritional effect. The aim of this work was to evaluate the effect of the thermal
treatment of whole soybean flour (WSF) on the conversion of isoflavones and the
inactivation of trypsin inhibitors, in order to obtain WSF with higher conversion of
isoflavones and reduced activity of trypsin inhibitors. Soybeans were ground and
whole soybean flour (WSF) was obtained and subjected to heat treatment in an oven
according to a 32 experimental design, whose independent variables were
temperature and time of heat treatment and the response functions were determined
as the contents of different isoflavone forms and the residual activity of trypsin
inhibitors. Isoflavones were quantified by ultra performance liquid chromatography
(UPLC). The trypsin inhibitor activity was determined using benzoyl-DL-arginine 4-
nitroanilide hydrochloride substrate (BAPNA) and by spectrophotometry. The thermal
treatment in the oven altered the content and profile of the different isoflavone forms.
At 200°C for 20 min, there was a higher conversion of malonylglycosides to
acetylglycosides, B-glycosides and aglycones and a significant reduction in the
activity of trypsin inhibitors. Mathematical models were established to estimate the
process parameters in obtaining the WSF with isoflavone conversion and reduction in
trypsin inhibitor activity.

Key-words: Isoflavones. Trypsin inhibitors. Soybean flour. Dry heat.
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1 INTRODUCAO

No atual cenario mundial a soja tem se tornado cada vez mais
importante economicamente, alcangando a cada ano recordes na produgao e
comercializagdo. E a cultura agricola brasileira que mais cresceu nas Ultimas trés
décadas e a safra 2012/13 mostrou o Brasil com producdo equivalente a dos
Estados Unidos (BRASIL, 2015a; USDA, 2015b).

Apesar desses numeros promissores, 0 uso da soja ainda é muito
limitado ao Oleo vegetal e farelo desengordurado, este ultimo destinado
principalmente a alimentagdo animal. Entretanto, o aumento do conhecimento sobre
os beneficios dessa leguminosa a saude humana pode estimular e incentivar o
desenvolvimento de novos produtos que utilizem a soja como ingrediente e assim,
diversificar o seu uso na alimentacéao.

Dentre os componentes da soja, as isoflavonas e as proteinas sao
0s principais responsaveis por efeitos benéficos a saude, tais como redugado de
riscos de incidéncia de cancer de prostata, colon e pulmao, prevengao de doencgas
cardiacas e osteoporose, diabetes e alivio dos sintomas da menopausa (VITALE et
al., 2013; DONG et al., 2013; FILIBERTO et al., 2013; PARK et al., 2013; WADA et
al., 2013). As isoflavonas tém ainda atraido atencdo em fungcdo de suas
propriedades antioxidante, anti-inflamatéria e antialérgica, e a soja € a maior fonte
conhecida destes compostos (LIU, 2004; VILLARES et al., 2011).

Geralmente, o conteudo de isoflavonas em produtos de soja € menor
do que na soja grdo em fungdo de transformacgdes fisicas e quimicas, inclusive as
causadas pelo processamento térmico. O mesmo €& esperado para a farinha de soja
integral, que é um produto pouco processado, rico em proteina e que tem sido muito
utiizado como ingrediente na industria de alimentos (JONHSON; WHITE;
GALLOWAY, 2008; VILLARES et al., 2011).

As isoflavonas da soja estdo divididas em quatro formas quimicas
denominadas de agliconas (daidzeina, gliciteina e genisteina), B-glicosideos
(daidzina, glicitina e genistina), malonilglicosideos (6”-O-malonildaidzina, 6”"-O-
malonilglicitina e 6”-O-malonildaidzina) e acetilglicosideos (6”-O-acetildaidzina, 6”-O-
acetilglicitina e 6”-O-acetil genistina) (WANG; MURPHY, 1994; LIU, 2004).

A malonilgenistina é a isoflavona predominante no grao de soja e

pode ser convertida em acetilgenistina ou genistina apds secagem ou extracdo em
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agua quente respectivamente, sendo que o calor umido é mais favoravel a
conversao e degradacao do que o calor seco (CHIEN et al., 2005). Sob efeito do
calor seco e abaixo de 200°C, as agliconas sdo mais estaveis do que os pB-
glicosideos (YUE; ABDALLAH; XU, 2010). Durante o processo de torra, ocorre o
aumento no teor de agliconas e B-glicosideos, enquanto que ha redug¢ao no teor de
malonilglicosideos (LEE et al., 2013). O nivel de energia térmica aplicado e o
conteudo de umidade desempenham papéis importantes no conteudo e no perfil das
isoflavonas nos produtos de soja nao fermentados (LEE; LEE, 2009).

A diferencga entre as formas quimicas de isoflavonas pode afetar sua
biodisponibilidade (MATHIAS et al., 2006). As agliconas, por exemplo, sao
absorvidas mais facilmente do que os glicosideos conjugados, pois sua baixa massa
molecular facilita a difusdo. As formas conjugadas necessitam ser hidrolisadas
previamente antes da absorcdo (VILLARES et al., 2011). O estudo das condigbes
que levam a interconversbes das isoflavonas pode auxiliar no entendimento da
relacdo entre a forma quimica e os efeitos benéficos a saude resultantes da ingestao
desses compostos.

Além das isoflavonas, a soja possui outros componentes bioativos,
como os inibidores de tripsina, aos quais tém sido atribuidos efeitos nutricionais
adversos resultantes do consumo de soja. Para promover um aumento da qualidade
nutricional da proteina da soja é necessaria a inativagdo térmica desses compostos
(LIU, 2004).

Os métodos mais eficazes para inativagao de fatores antinutricionais
em farelos de cereais incluem o calor seco e o calor umido (KAUR et al., 2012). O
incremento, tanto na umidade quanto na temperatura, promove uma inativagcdo mais
rapida desses inibidores (DIPIETRO; LIENER, 1989; MIURA et al., 2005). Na matriz
da farinha de soja, os inibidores de tripsina podem ser inativados em 30 min com
banho em ebulicdo (DIPIETRO; LIENER, 1989).

O processamento térmico € uma das operagdes mais utilizadas tanto
na industria quanto no preparo em pequena escala de produtos de soja, e este afeta
diretamente ndo s6 as formas de isoflavonas como a inativagcdo de inibidores de
tripsina. Assim, o objetivo deste trabalho foi investigar a influéncia de diferentes
tratamentos térmicos da farinha de soja integral sobre a conversao de isoflavonas e

inativagao dos inibidores de tripsina.
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2 OBJETIVOS

Investigar a influéncia do tratamento térmico da farinha de soja

integral sobre a conversao de isoflavonas e inativagao dos inibidores de tripsina.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 AsSPECTOS GERAIS DA SoJAa

Evidéncias historicas e geograficas indicaram que a soja é originaria
do norte da China, e ha pelo menos 4.000 anos a soja e seus derivados tém sido
utilizados na alimentagao dos orientais como fonte de proteina e energia (LIU, 2004;
RIAZ, 2006).

Sua introducdo na Europa e América do Norte sé aconteceu no
século XVIII e, desde entdo, o avango nas tecnologias de cultivo, processamento e
uso da soja levou a um crescimento importante da producédo global e a novas
aplicagdes da soja na alimentagdo humana e animal (LIU, 2004).

No cenario mundial das ultimas décadas, a soja tem se tornado cada
vez mais importante economicamente, alcangando a cada ano recordes na produgao
e comercializagdo. A soja é a cultura agricola brasileira que mais cresceu nas
ultimas trés décadas e corresponde a 49% da area plantada em gréos (BRASIL,
2015a).

Segundo dados do USDA (2015b), o Brasil € o segundo produtor
mundial do grao (safra 2012/13) com producdo de 82 milhdes de toneladas,
posicionando-se apos os Estados Unidos, com 82,79 milhdes de toneladas. O Brasil
se destacou como maior exportador mundial, atingindo 41,9 milhdes de toneladas,
superando os Estados Unidos, com 35,85 milhdes de toneladas. Tanto da producao
brasileira quanto da americana, mais de 40% da soja foi destinada ao esmagamento
doméstico. As estimativas da safra 2013/14 mostraram a producéo brasileira de 86,7
milhdes de toneladas.

Os dados do USDA (2015b) vao ao encontro dos dados de BRASIL
(2015b) que, em numeros absolutos, mostraram a produgéo brasileira de soja
aumentada em mais de 4 milhdes de toneladas entre 2013 e 2014. Este aumento foi
2,5 vezes maior do que o apresentado para a mandioca, que aparece como a
segunda cultura agricola com maior variagao absoluta na produgao.

A distribuicdo da produgdo da soja nos estados da federacao
brasileira (média 2005-2009) apresenta o estado do Mato Grosso com 30% da
producdo nacional, seguido do Parana com 19%, Rio Grande do Sul com 13% e
Goias com 12% (USDA, 2015a).
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Apesar dos numeros promissores no Brasil e no mundo, o uso da
soja ainda é muito limitado ao 6leo vegetal e farelo desengordurado, sendo o farelo
destinado principalmente a alimentagao animal.

No entanto, a partir do século XX, evidéncias cientificas indicaram
que o consumo regular de produtos de soja pode reduzir o risco de incidéncia de
cancer de prostata, colon e pulmao, prevenir doencas cardiacas e osteoporose,
diabetes e aliviar sintomas da menopausa. Dentre os componentes da soja, as
isoflavonas e as proteinas aparecem como 0s principais responsaveis por tais
efeitos (VITALE et al., 2013; DONG et al., 2013; FILIBERTO et al., 2013; PARK et
al., 2013, WADA et al., 2013; LIU, 2004). Portanto, o aumento do conhecimento
sobre os beneficios a saude humana pode estimular e incentivar o desenvolvimento
de novos produtos utilizando a soja como ingrediente e assim, diversificar o seu uso

na alimentacgao.

3.2 ComMPOSICAO QUIMICA DA SOJA

O valor nutritivo da soja € indiscutivel. Entre os cereais e outras
leguminosas, a soja € que possui o mais alto teor de proteinas, com 40%. Contém
todos os aminoacidos essenciais, porém baixo teor de aminoacidos sulfurados,
sendo a metionina o maior limitante. A soja também possui, entre as leguminosas, o
segundo maior conteudo lipidico, em torno de 20%, perdendo apenas para o
amendoim. Ainda, a soja possui outras substancias com valor nutritivo, tais como
vitaminas, minerais e uma variedade de substancias em menores concentragoes.
Dentre as substancias em menor concentracdo, destacam-se os inibidores de
tripsina, fitatos, oligossacarideos e isoflavonas, conhecidos por sua natureza bioativa
(LIU, 1997; 2004).

Liu (2004) afirmou que a composigdo quimica do grédo de soja é
dependente de fatores genéticos (variedade, maturidade) e ambientais (localizagao

geogréfica, clima e stress ambiental, armazenagem) (Tabela 1).
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Tabela 1. Teor de nutrientes e fitoquimicos da soja em base seca.

Nutrientes e Fitoquimicos Teor
Proteinas (%) 30-50
Aminoacidos nao essenciais (%) 20 -27
Aminoacidos essenciais (%) 14 - 18
Carboidratos (%) 26 — 38
Oleo (%) 12 - 30
Cinzas (%) 4,6 -59

Inibidores de tripsina (%) 2-3
Fitatos (%) 1,0-1,5
Isoflavonas (%) 0,1-0,4
Saponinas (%) 0,1-0,3
Fitoesterois (mg/g) 0,3-0,6
Vitaminas (mg/g) 0,2-0,3

Fonte: LIU, 2004, adaptada.

A proteina da soja é particularmente valorizada porque sua
composicdo em aminoacidos complementa a dos cereais. Ou seja, apesar da
limitagdo em metionina e cisteina, a soja é rica em lisina o suficiente para
complementar a deficiéncia deste aminoacido nos cereais (SNYDER; KWON, 1987).

A proteina da soja era julgada com valor nutricional mais baixo do
que as proteinas de origem animal. A qualidade da proteina era avaliada pela taxa
de eficiéncia proteica (PER), baseada na taxa de crescimento de ratos em
laboratério. Porém, os ratos requerem 50% mais metionina do que os humanos,
fazendo com que este método ndo seja 0 mais apropriado. As entidades americanas
World Health Organization (WHO) e Food and Drug Administration (FDA) adotaram
entdo um novo método denominado de digestibilidade proteica corrigida pela
pontuagao de aminoacidos (PDCAAS). Este método utiliza uma pontuagao para os
aminoacidos, uma comparagao entre o perfil de aminoacidos da proteina e o
requerido pelo organismo humano, e um fator de digestibilidade. Utilizando este
método, os produtos proteicos da soja recebem pontuagdes entre 0,95 e 1,00, o
maior valor possivel, indicando uma elevada qualidade de proteina (RIAZ, 2006).

Dos carboidratos presentes na soja, 10% sao carboidratos soluveis.

Dentre estes estdo a rafinose e a estaquiose, agucares complexos que nao sao
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digeridos e absorvidos como nutrientes. Tais agucares sdo entdo metabolizados por
microrganismos presentes no trato gastrointestinal humano, resultando na produg¢ao
de gases e consequente flatuléncia, o que pode gerar desconforto no consumo.
Porém, as bactérias responsaveis por metabolizar esses agucares (Bifidas) séo
consideradas importantes na manutencdo da saude humana, e estdo associadas a
reducdo da incidéncia de cancer de cdélon e outras desordens intestinais. De acordo
com Larkin, Price e Astheimer (2007), o crescimento e a atividade de bactérias
probidticas pode ser seletivamente estimulado pela ingestdo de componentes
prebioticos na dieta. Os prebidticos podem ser definidos como ingredientes
alimentares nado digeriveis, que afetam beneficamente a saude dos consumidores,
por estimularem o crescimento de um numero limitado de bactérias do intestino
grosso (ZIEMER; GIBSON, 1998).

O dleo da soja contém cerca de 80% de acidos graxos insaturados,
com predominancia do acido linoleico, seguido do oleico e linolénico. O acido
linoleico, que corresponde a 50% deste total, € um &cido graxo essencial que pode
ajudar a controlar os niveis de colesterol no sangue. A presenca de acido linolénico,
8% do total, estd associada a relativa instabilidade do éleo da soja a oxidagéao,
porém também estd associado ao controle do risco de doencas cardiovasculares
(RIAZ, 2006; SNYDER; KWON, 1987).

3.2.1 Isoflavonas da soja

As isoflavonas fazem parte de um grupo de compostos denominado
flavonoides, cuja cadeia basica é formada por dois anéis benzeno ligados por uma

cadeia de trés carbonos, que pode ou nao formar um anel pirano (LIU, 2004) (Figura

1).
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Figura 1. Forma quimica dos flavonoides.
Fonte: LIU, 2004.

As isoflavonas tem atraido muita atencdo em funcdo de suas
propriedades antioxidante, anti-inflamatéria e antialérgica. Esses compostos sao
produzidos principalmente por espécies da sub-familia Papilionoideae da familia
Leguminosae e sdo encontradas nos graos de soja, tremogo, fava, grao de bico e
outras leguminosas (VILLARES et al., 2011).

A soja é a maior fonte conhecida de isoflavonas, possuindo 1 - 4
mg.g" em base seca. As isoflavonas da soja possuem trés formas primarias,
conhecidas como agliconas: daidzeina, genisteina e gliciteina. Cada uma dessas
formas primarias pode também existir na forma (3-glicosideos (daidzina, genistina e
glicitina) ou em outras duas formas glicosideos conjugados denominadas de
acetildaidzina e malonildaidzina, acetilgenistina e malonilgenistina, acetilglicitina e
malonilglicitina (LIU, 2004). Ao todo séo, portanto, doze formas quimicas distintas
(Figuras 2 e 3).

A atividade das isoflavonas no organismo é dependente da sua
absorcgao e biodisponibilidade, que sao por sua vez determinadas pela sua natureza
quimica em termos de solubilidade e susceptibilidade da degradagdo por
microrganismos no trato gastrointestinal. Assim sendo, a forma aglicona é
prontamente absorvida, enquanto que as demais precisam ser hidrolisadas a
agliconas e entdo absorvidas (VILLARES et al., 2011).
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A1 R2 Compostos

H H daidzeina

OH H genisteina

H OCH3 gliciteina

Figura 2. Estrutura das isoflavonas agliconas.
Fonte: LIU, 2004, adaptada.
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H H H daidzina
OH H H genistina
H OCH3 H glicitina
H H COCH3 acetildaidzina
OH H COCH3 acetilgenistina
H OCH3 COCH3 acetilglicitina
H H COCH2c00H  malonildaidzina
OH H cocHgzcooH  Mmalonilgenistina
H OCHa cocHacoon  Malonilglicitina

Figura 3. Estrutura das isoflavonas glicosideos.
Fonte: LIU, 2004, adaptada.

Os componentes principais do grdao de soja sdo o tegumento

(revestimento externo de todo o conjunto), os cotilédones (6rgaos de reserva) e o

eixo embrionario, onde se situa o hipocétilo (porcdo do embrido que dara origem a

haste da planta). A maior parte das isoflavonas esta concentrada no hipocétilo, onde
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daidzeina, gliciteina e seus glicosideos correspondem a mais de 95% do total de
isoflavonas. A dliciteina e seus glicosideos ocorrem exclusivamente no hipocdtilo,
enquanto que a genisteina e seus glicosideos estado presentes tanto no hipocatilo
quanto no cotilédone, sendo predominante neste Uultimo (LARKIN; PRICE;
ASTHEIMER, 2008).

Em geral, na soja e em produtos a base de soja, os derivados de
genisteina estdo presentes em niveis mais altos do que daidzeina e gliciteina
(WANG; MURPHY, 1994; LARKIN; PRICE; ASTHEIMER, 2008; VILLARES et al.,
2011). As formas agliconas estao presentes no grao de soja em baixas quantidades,
ou seja, de 1 a 3 % do total de isoflavonas (GOES-FAVONI, 2002; RIBEIRO et al.,
2007). Nos produtos da soja, os nao fermentados apresentam teor de isoflavonas
totais de duas a trés vezes superior aos fermentados, com predominancia das
formas conjugadas (WANG; MURPHY, 1996; LIMA; IDA, 2014; QUINHONI; IDA,
2015). Os fermentados apresentam alto teor de agliconas devido a agdo das
enzimas [-glicosidases dos microrganismos fermentadores, associadas as J-
glicosidases enddgenas da soja, que promovem a hidrolise das formas glicosidicas
das isoflavonas presentes (MURPHY; BARUA; HAUCK, 2002).

Muitas industrias processadoras de soja tém desenvolvido linhas de
produtos com altos teores de isoflavonas para serem utilizados como ingredientes.
Alguns fatores tém contribuido para o crescimento deste mercado, como a crescente
preocupagao dos consumidores com a saude, pesquisas cientificas associando as
isoflavonas com beneficios a saude e o baixo consumo de produtos de soja (LIU,
2004).

3.2.2 Atividade da B-glicosidase

As B-glicosidases fazem parte de um grupo heterogéneo de enzimas
capazes de hidrolisar as ligacdes B-glicosidicas, liberando o residuo glicosil terminal
nao redutor de oligossacarideos e outros conjugados de glicose. Essas enzimas sao
encontradas em toda a gama de organismos vivos, desempenhando as mais
diversas fungbes em processos bioldgicos, tais como a degradagdo de biomassa
celulésica, a hidrélise de glicolipidios e a modificagdo de metabdlitos secundarios.
Em plantas, a atividade da B-glicosidase esta relacionada a atividade de fitorménios,

mecanismos de defesa, desenvolvimento de flores e pigmentacgéao, lignificacdo e
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decomposicdo da parede celular. Algumas B-glicosidases de plantas tem alta
especificidade pelo substrato, tais como aquelas que atuam sobre saponinas,
flavonas e isoflavonas (CAIRNS; ESEN, 2010; HSIEH; GRAHAN, 2001).

Hsieh e Grahan (2001) purificaram uma determinada B-glicosidase
extraida de raiz de soja, com especificidade para os [(-glicosideos e
malonilglicosideos das isoflavonas genisteina e daidzeina. A enzima apresentou pH
e temperatura 6timos de 6 e 30°C, com atividade mantida em 87% apds 45 min a
50°C. Esta enzima hidrolisou diretamente as formas malonil e os B-glicosideos.
Ismail e Hayes (2005) encontraram resultados diferentes estudando (3-glicosidases
de origem microbiana (E. coli) — também presentes no trato gastrointestinal - e
vegetal (améndoa). As enzimas provenientes de E. coli e améndoa hidrolisaram
apenas os [B-glicosideos e, portanto, a transformacao das formas conjugadas de
isoflavonas em [3-glicosideos, durante o processamento de produtos de soja, deve
aumentar o valor nutricional desses produtos.

Carrao-Panizzi, Simao e Kikuchi (2003) submeteram graos de soja a
tratamentos hidrotérmicos a 40, 50 e 60°C por 12 e 18 h. O tratamento a 50°C por 12
h foi o mais efetivo para obtengdo das agliconas, sendo que a 60°C no mesmo
intervalo de tempo houve redugédo das agliconas como consequéncia da inativagao
das B-glicosidases. Resultados diferentes foram relatados por Carrdo-Panizzi, Goes-
Favoni e Kikuchi (2004), mediante tratamentos hidrotérmicos de graos de soja a 45,
60 e 85°C por 5, 30 e 60 min, onde no tratamento por 60 min a 60°C foi obtido
aumento significativo no teor de agliconas. Em contrapartida, a 85°C houve
diminuicdo das agliconas, provavelmente pela inativacdo das B-glicosidases. Tais
trabalhos demonstraram que a acdo dessas enzimas € dependente do tempo e
temperatura de tratamento de gréos de soja.

Goes-Favoni, Carrao-Panizzi e Beléia (2010) observaram que a
massa molar de malonilglicosideos e B-glicosideos reduziram apds maceragao de
graos de soja a 50°C por 12 h, enquanto que as agliconas daidzeina e genisteina, as
quais nao foram detectadas no grao antes da maceracao, aumentaram.

Handa et al. (2014) investigaram o efeito do pH e temperatura de
incubacdo na  fermentagdo em estado solido, utilizando farinha de soja
desengordurada. A maior atividade de (B-glicosidase produzida pelos microrganismos
Aspergillus oryzae e Monascus purpureus foi a 30°C e pH 6.
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Lima e Ida (2014) submeteram grédos de soja a diferentes condi¢des
de tempo e temperatura de maceragdo, em solugdo tampéo pH 6, sendo que a 55°C
por 6 h foi obtido maximo teor de agliconas, minimo teor de B-glicosideos e baixa

atividade de B-glicosidase.

3.2.3 Inibidores de tripsina da soja

Os inibidores de tripsina s&o encontrados em varios alimentos.
Esses compostos tém sido estudados em plantas pertencentes as familias
Leguminoseae, Solanaceae e Gramineae, ja que a maioria de suas espécies é
importante fonte de alimento, dentre as quais se destacam as leguminosas. As
leguminosas fornecem 10% das proteinas da dieta, sendo utilizadas principalmente
na alimentag&o animal (Liu, 2004).

Os inibidores de tripsina mais comuns em leguminosas atuam sobre
um grupo de enzimas proteoliticas, as serinaproteases, que incluem a tripsina e a
quimotripsina. Os inibidores formam complexos estaveis com essas enzimas
digestivas, reduzindo as suas atividades (SAVAGE; MORRISON, 2003).

Existem dois tipos primarios de inibidores de tripsina na soja, o
inibidor de Kunitz (Kl), que atua sobre a tripsina, e o inibidor de Bowman-Birk (BBI),
que atua sobre a tripsina e a quimotripsina. Os inibidores de tripsina se ligam a
tripsina no intestino, causando aumento na secreg¢ao de colecistoquinina, que por
sua vez aumenta a secrecao pancreatica de tripsinogénio, levando a hipertrofia do
pancreas. A inibicdo do crescimento ocorre em fungdo da perda de aminoacidos
resultante do aumento na secregao enzimatica (LIU, 1997).

O KI se liga ao sitio ativo da enzima, assim como o substrato,
causando a hidrolise das ligagdes peptidicas entre os sitios reativos do inibidor ou
substrato. Porém, no Kl existem pontes dissulfeto entre os sitios reativos, fazendo
com que, apdés a hidrolise, o inibidor modificado seja mantido na mesma
conformacgao, formando um complexo estavel enzima — Kl (SAVAGE; MORRISON,
2003).

KUMAR et al. (2003) estudaram os efeitos do local do cultivo sobre a
atividade de lipoxigenases e inibidores de tripsina em diferentes cultivares de soja.
Observaram que o genotipo e a interagao gendtipo x local de cultivo influenciaram a

atividade dos inibidores de tripsina.
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Além do efeito antinutricional manifestado pelo BBI, resultados de
recentes investigagdes quimicas sugerem que este possui um efeito potente no
combate ao cancer. Os mecanismos de agao parecem incluir sua atividade inibitoria
de tripsina e quimotripsina e a inibicdo de efeitos inicializadores da carcinogénese
(FANG et al., 2012).

3.3 ASPECTOS DO PROCESSAMENTO DA SOJA

A soja é utilizada na alimentagdo humana basicamente sob duas
formas: produtos fermentados e nao fermentados. Os fermentados de soja mais
conhecidos na alimentagédo ocidental incluem miso, natto, molho de soja e tempeh.
Os nédo fermentados incluem a soja fresca, os brotos de soja, o extrato aquoso de
soja, tofu e os derivados da soja ricos em proteina, normalmente utilizados como
ingredientes em outros produtos. Sao eles a farinha de soja (56% de proteina), o
concentrado proteico de soja (65% de proteina) e o isolado proteico de soja (acima
de 90% de proteina).

O conteudo de isoflavonas em alimentos processados de soja é
menor do que na soja grao, em funcado de transformacgdes fisicas e quimicas, e a
mudancga no perfil das isoflavonas se deve a diferenca de estabilidade de suas
formas quimicas aos parametros de processo (VILLARES et al., 2011).

Os inibidores de tripsina da soja possuem natureza proteica e estao
localizados junto as principais proteinas de armazenamento no cotilédone. E
esperado, portanto, que sejam fracionados com as proteinas durante o
processamento da soja para elaboragao de ingredientes alimentares (MIURA et al,
2005).

A farinha de soja integral é o produto proteico de soja menos
processado, passando apenas pelos processos de descascamento e moagem. A
farinha desengordurada passa ainda pelo processo de extracdo do oleo por
solvente. As farinhas sado encontradas na forma de enzima ativa ou inativa, sendo
que as ultimas passam também por processo térmico para inativacdo enzimatica. O
concentrado e isolado proteicos de soja sdo obtidos a partir da lixiviagao ou extragao
dos compostos soluveis em agua ou alcool presentes na farinha (JONHSON;
WHITE; GALLOWAY, 2008).
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3.3.1 Farinha de Soja

Os processos comumente utilizados para obtengdo da farinha de

soja estao representados na Figura 4.

Graos de Soja

Aquecimento

Secagem
com vapor seco

Resfriamento Descascamento Laminagao

Secagem .
grosseira solvente

Descascamento Extrus3o Extrus3o seca Desolventizagao

Resfriamento Prensagem Resfriamento

Figura 4. Fluxograma de producao de farinha de soja.
Fonte: RIAZ, 2006; JONHSON; WHITE; GALLOWAY, 2008, adaptado.

Na produgcdo dos diversos tipos de farinhas, o processo mais
simples é aquele utilizado para obtengéo da farinha de soja integral, sem passar por
inativagdo enzimatica. Este tipo de farinha é muito utilizado na panificagdo, onde a
enzima lipoxigenase presente atua no branqueamento da farinha de trigo e no
condicionamento da massa. Na produgéao da farinha de soja integral com inativagao
enzimatica, ha uma etapa de tratamento térmico com vapor. O tratamento térmico
também pode ser feito via extrusdo, seca ou umida. Este tipo de farinha contém
atividade de lipoxigenase mais baixa e também odor e sabor menos acentuado. A

etapa de extrusao seca também é utilizada na producgéo da farinha de soja de baixa
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gordura (semi-integral), que passa em seguida por prensagem, restando na farinha
de 6 — 8% de 6leo, dependendo das condi¢cdes de processamento. A producdo da
farinha de soja desengordurada utiliza a extragcéo por solvente. Como as isoflavonas
nao sao soluveis em hexano, ndo é esperado uma alteragdo significativa de seu
conteudo durante o desengorduramento da farinha (RIAZ, 2006; JONHSON; WHITE;
GALLOWAY, 2008).

Os processos de secagem utilizam temperatura em torno de 70 —
75°C. O processo de extrusdo Umida aplica temperatura em torno de 130°C, e a
extrusdo seca atinge 160°C devido ao calor interno causado por fricgdo. No
processo de extragdo por solvente ocorre o superaquecimento do solvente sob
pressdo e temperatura acima de 100°C (RIAZ, 2006; JONHSON; WHITE;
GALLOWAY, 2008).

3.4 EFEITOS DO PROCESSAMENTO TERMICO SOBRE AS ISOFLAVONAS

O processamento térmico € uma das operacdes mais utilizadas tanto
na industria quanto no preparo em pequena escala de produtos de soja. Ha varios
estudos que comprovam que a temperatura interfere tanto no conteudo total quanto
na distribuicdo das diferentes formas quimicas das isoflavonas.

Chien et al. (2005) citaram que o tipo de isoflavona presente no grao
de soja em maior quantidade € a malonilgenistina, a qual pode ser convertida em
acetilgenistina ou genistina apds secagem ou extragdo em agua quente,
respectivamente. O efeito do calor seco e umido nas quatro formas de genistina foi
avaliado em sistema modelo utilizando temperaturas de 100, 150 e 200°C, por até
180 min. A conversao e degradacédo das formas de genistina foi mais influenciada

pelo calor umido do que o seco (Figura 5).
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Figura 5. Influéncia do calor seco ou umido na conversao e degradagao de quatro formas de isoflavonas
Fonte: CHIEN et al, 2005, adaptado.
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Lee e Lee (2009) observaram que a tostagem do grao de soja
a 200°C acarretou uma redugdo de 25% do total de isoflavonas apds 21 min de
tratamento. Os malonilglicosideos reduziram de 76% para 3%, enquanto os
acetilglicosideos aumentaram de 6% para 43%, os [(B-glicosideos de 15% para
42% e as agliconas de 3% para 12%. Ja o tratamento de grdos de soja
embebidos em agua mantidos em estufa a 100°C por 120 min, n&o resultou em
perdas significativas no total de isoflavonas. No entanto, os malonilglicosideos
reduziram de 76% para 34%, enquanto os B-glicosideos aumentaram de 16%
para 55% e as agliconas de 2% para 6%. Foi observado que o nivel de energia
térmica aplicada e o conteudo de umidade nas amostras desempenharam
papéis importantes nas alteracdes, tanto no conteudo total quanto no perfil das
isoflavonas nos alimentos de soja ndo fermentados. A perda maior determinada
no processo de tostagem foi atribuida a temperatura mais alta aplicada neste
tratamento em relagao ao tratamento em estufa.

O efeito do calor seco na degradagdo das isoflavonas foi
investigado por Yue, Abdallah e Xu (2010), os quais observaram que abaixo de
200°C as agliconas possuem maior estabilidade térmica do que as formas
glicosidicas. Além disso, foi observado que abaixo de 150°C, a estabilidade
térmica das diferentes formas de isoflavonas seguiu a ordem crescente:
glicitina < genistina < daidzina < gliciteina < genisteina < daidzeina.

Lee et al. (2013) investigaram transformacées em compostos
fendlicos de graos de soja sob diferentes condi¢des de torra. Constataram que,
entre 160°C e 200°C por 10 min, o teor de malonilglicosideos reduziu enquanto
que o teor de B-glicosideos e agliconas aumentou. Apos 10 min a 200°C, foi
observado ligeira reducao no teor de isoflavonas totais.

Ungar, Osundahunsi e Shimoni (2003) estudaram a
estabilidade de solugbes modelo de isoflavonas incubadas a alta temperatura e
concluiram que a taxa de degradacao de genisteina e daidzeina foi maior em
pH 9 do que em pH 7.

Mathias et al. (2006) também estudaram os efeitos do pH e
temperatura (banho Maria) sobre solu¢gdes das isoflavonas conjugadas de
genistina e daidzina. Sob condi¢des alcalinas, a acetildaidzina mostrou a maior
perda dentre todos os conjugados estudados, e a 80°C os conjugados de
daidzina apresentaram maior perda do que os conjugados de genistina. A
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100°C, em toda faixa de pH estudada, os conjugados de daidzina
apresentaram maior perda que os conjugados de genistina. Os autores
atribuiram esses resultados a diferenga quimica das moléculas, sendo que a
forma quimica acetildaidzina é a mais simples e menos estavel do que aquelas
mais complexas, como a acetilgenistina com o seu grupo hidroxila e as formas
malonil com o grupo carboxila.

Segundo Stintzin, Hoffman e Carle (2006) a degradacéo de
agliconas em solugéo a 150°C, em pH préximo ao neutro, € moderada e similar
entre si. J4 em pH acido (pH 3,1), o conteudo das agliconas foi fortemente
alterado, sendo que a daidzeina foi menos estavel do que a dgliciteina e a
genisteina nas primeiras 3 h de tratamento.

O efeito do pH sobre a concentracdo de agliconas no
processamento hidrotérmico da soja em grao e da farinha da soja, a 50°C por
15 h, foi investigado por Sutil et al. (2008). Foi observado maior teor de
agliconas na farinha do que no grdo. E maior teor, tanto no grdo quanto na
farinha, em valores de pH 6,0 — 7,5. Os autores atribuiram os resultados ao fato
de que, com a trituragdo, ha uma maior interagao entre a enzima 3-glicosidase
e as isoflavonas glicosideos, facilitando a sua transformacéo em agliconas e
que em pH préximo a 6,0, a B-glicosidase possui uma atividade catalitica maior,
provocando entdo o efeito observado tanto no grao de soja quanto na farinha.

Foi reportado por Barbosa, Lajolo e Genovese (2006) que no
processo de obtengdo de isolado proteico de soja, na etapa de extragdo de
proteinas, a temperatura ndo alterou o conteudo total de isoflavonas, mas
alterou o seu perfil. O teor de agliconas aumentou de 3% (a 4°C) para 20% (a
50°C), enquanto que o teor de isoflavonas glicosidicas decresceu
proporcionalmente. Neste mesmo intervalo de temperatura, as formas malonil
nao tiveram alteracdes consideraveis.

Também no processo de obtengao de isolado proteico de soja,
Lin, Krishnan e Wang (2006) verificaram que durante a precipitagao de
proteinas e etapa final de lavagem em temperaturas de 0 a 50°C, o teor de
isoflavonas totais foi mais elevado a temperatura mais baixa, enquanto que o
teor de agliconas foi mais elevado a temperatura mais alta. Em geral, nos
processos que envolvem aumento de temperatura, ocorre a clivagem do grupo

carboxila e as formas malonil se transformam em acetilglicosideos ou
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glicosideos. Se esta temperatura se aproxima dos 45°C, temperatura 6tima da
enzima B-glicosidase, as formas glicosidicas sédo transformadas em agliconas
(VILLARES et al., 2011).

3.5 EFEITOS DO PROCESSAMENTO TERMICO SOBRE OS INIBIDORES DE TRIPSINA

Os efeitos antinutricionais resultantes do consumo de soja
crua, tem sido atribuidos a presenca de inibidores de tripsina e baixa
digestibilidade de proteina. Para promover um aumento da qualidade
nutricional da proteina da soja, é necessaria a inativagdo térmica desses
compostos (LIU, 2004).

Baintner (1981) estudou os efeitos do calor seco (em estufa por
1 h) e umido (em banho Maria por 10 min) sobre os inibidores de tripsina da
farinha de soja. Com calor seco, observou-se inicialmente a reducédo de
inibidores de quimotripsina, a partir de 145°C a redugéo de inibidores de
quimotripsina e tripsina e a 165°C a inibigdo praticamente total dos inibidores.
Com calor umido, observou-se que entre 65°C e 100°C ocorreu uma reducgio
mais pronunciada do inibidor de quimotripsina e, apés 100°C, uma redugéo
mais pronunciada do inibidor tripsina.

DiPietro e Liener (1989) investigaram o efeito da inativagao
térmica (banho em ebulicdo) sobre Kl e BBI purificados, quando comparados
aos inibidores obtidos diretamente de extrato de farinha de soja. Foi
demonstrado que o BBI purificado se mostrou mais termoestavel que o Kl
purificado e que os inibidores do extrato. O BBI reteve 75% da atividade anti-
tripsina apos 360 min, o Kl perdeu praticamente toda a atividade apds 180 min
e os inibidores do extrato perderam sua atividade apés 30 min de tratamento.
Concluiu-se que este comportamento foi esperado, ja que na matriz da farinha
de soja, rica em proteina, os inibidores de tripsina podem formar interagdes nao
covalentes proteina-proteina, assim como trocar ligagdes dissulfeto com grupos
tidis livres presentes, de forma a facilitar a inativagdo dos inibidores. Neste
mesmo trabalho foi investigado o efeito da inativacao térmica (banho Maria) na
farinha de soja, em diferentes condigdes de temperatura (75 a 95°C) e umidade
(5 a 15%), e concluiu-se que o incremento, tanto na umidade quanto na

temperatura, promoveu uma inativagao mais rapida.
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Osman, Reid e Weber (2002) estudaram a inativagéo térmica
de inibidores de tripsina da soja (Kl e BBI) purificados em diferentes pH. Foi
observado que, em fervura a 100°C, ap6s 360 min em pH neutro, a atividade
residual anti-tripsina do BBI permaneceu maior que 60% e do Kl em 25%. Em
autoclave (121°C e 15 psi), apoés 60 min, obtiveram atividade residual anti-
tripsina de 50% para o BBI enquanto que o Kl foi quase que totalmente
inativado (96%). Concluiu-se que o BBl é mais termoestavel que o Kl. Foi
observado ainda que em pH basico (pH 11) ambos inibidores foram facilmente
inativados, perdendo a atividade anti-tripsina (90%) apds 40 min a 100°C.

Miura et al. (2005) testaram farinhas de 10 e 16% de umidade,
aquecidas em banho a 95°C, em cinco periodos de 15 a 100 min. Foi
observado que o acréscimo de 6% na umidade da farinha aumentou cerca de 5
vezes a eficiéncia de inativacado dos inibidores de tripsina em cada tratamento.

Kaur et al. (2012) estudaram a redugdo de fatores anti-
nutricionais em farelos de cereais aplicando calor seco, umido e microondas.
Aplicando calor imido, a 110°C por 25 min, observaram redugdo de até 83%
na atividade de inibidores de tripsina. No tratamento com calor seco, no mesmo
tempo e temperatura, obteve-se 80% de redugdo na atividade desses
inibidores. No tratamento em microondas, 2450 MHz por 2,5 min, a reducgao foi
de 78%.

Os trabalhos citados demonstram a relevancia dos parametros
temperatura, tempo e umidade sobre a eficiéncia da inativagdo térmica dos

inibidores de tripsina presentes nos produtos da soja.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAS-PRIMAS E REAGENTES

Foram utilizados como matéria-prima os grédos de soja da
cultivar BRS 257, safra 2013, cultivados na regido de Maua da Serra, PR. Esta
cultivar convencional possui caracteristicas para alimentagdo humana em
funcdo da auséncia das enzimas lipoxigenases. Estes graos foram fornecidos
pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — EMBRAPA Soja,
Londrina-PR.

Para determinacao das isoflavonas foram utilizados os padrdes
6”-O-Acetilglicosideos e 6”-O-Malonilglicosideos (Wako Pure Chemical
Industries, Ltda., Osaka, Japan) e B-Glicosideos e Agliconas (Sigma-Aldrich
Co., St. Louis, MO, USA). Para determinacao dos inibidores de tripsina foram
utilizados os padrdes da enzima tripsina e o substrato benzoyl-DL-arginine 4-
nitroanilide hydrochloride - BAPNA (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA).
Os outros reagentes utilizados foram de grau analitico ou grau cromatografico.
As anadlises foram realizadas nos laboratérios da Universidade Estadual de

Londrina e Embrapa Soja, Londrina-PR.
4.2 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL
4.2.1 Obtencao da Farinha de Soja Integral

Os graos de soja foram previamente selecionados e moidos
com refrigeracéo (TECNAL, TE 631, Brasil) a 27.000 rpm por 1 min para obter
a farinha de soja integral (FSI). Esta farinha foi utilizada para determinagao da
composi¢cao quimica e avaliagao dos efeitos do tratamento térmico.
4.2.2 Planejamento Experimental

Foi utilizado o delineamento 3? com 9 ensaios e adicionado de

2 replicatas no ponto central, totalizando 11 ensaios realizados aleatoriamente.

As variaveis investigadas foram temperatura (X1= 100, 150 e 200°C) e tempo
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(X2= 10, 15 e 20 min) e as fungdes respostas avaliadas na farinha de soja
integral tratada (FSl4t) foram: Dai = daidzina, Gli = glicitina, Gen = genistina,
MDai = malonildaidzina, MGIli = malonilglicitina, MGen = malonilgenistina, ADai
= daidzeina, AGli = gliciteina, AGen = genisteina, AcDai = acetildaidzina, AcGli
= acetilglicitina, AcGen = acetilgenistina e % de ITrsiqua = atividade de
inibidores de tripsina. A tabela 2 apresenta as variaveis independentes
codificadas com os niveis de variagdo e a tabela 3 o planejamento
experimental. Para cada ensaio foi utilizado 40 g da FSI pesada em placa de
vidro e fechada. Em seguida foi colocada em estufa (Nova Etica, 402-5W, série
10916/08, Brasil) previamente estabilizada nas temperaturas (X4) e tempos
(X2), conforme o planejamento. Os niveis maximos utilizados de 200°C e 20
min foram estabelecidos apds ensaios preliminares, cujos niveis acima destas
condi¢cbes foram indesejaveis devido a alteracao da integridade da amostra. Ao
final de cada tratamento a amostra foi imediatamente resfriada em gelo até
atingir a temperatura de 25°C. As amostras foram embaladas a vacuo e

conservadas a — 22°C até a realizagao das analises.

Tabela 2. Variaveis independentes e niveis codificados de variagao.

Niveis Codificados

-1 0 1
X4 = Temperatura (°C) 100 150 200
X2 = Tempo (min) 10 15 20

Variaveis
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Tabela 3. Delineamento 32 com as varidveis originais e codificadas para

obtencédo da farinha de soja integral.

Variaveis originais e codificadas

. X1 X2
Ensaios (X1, °C) (Xa, min)
1 -1 (100) -1 (10)
2 -1 (100) 0 (15)
3 -1 (100) 1 (20)
4 0 (150) -1 (10)
5 0 (150) 0 (15)
6 0 (150) 1 (20)
7 1 (200) -1 (10)
8 1 (200) 0 (15)
9 1 (200) 1 (20)
10 0 (150) 0 (15)
11 0 (150) 0 (15)

O seguinte modelo matematico foi utilizado para verificar os
ajustes dos dados obtidos aos dados experimentais: Y = Bp + Bix1 + Poxo +
B11xs? + Baoxo? + BraX1X2 + € sendo Y = funcdes respostas; Bi= coeficientes de
regressao; xj= variaveis independentes; €= residuo (erro experimental).

A partir das funcbes respostas foi realizada analise de
regressao para avaliar o efeito das variaveis independentes e suas interagoes.
A andlise de variancia (ANOVA) e coeficiente de determinacdo (R?) foram
realizados para verificar o ajuste do modelo aos dados experimentais. A partir
do modelo ajustado proposto foram construidos graficos de superficie de
resposta. O conceito de desejabilidade foi empregado para otimizar as
condicbes de tratamento térmico da farinha de soja integral, no sentido de
haver a maior conversao de isoflavonas e baixa atividade dos inibidores de
tripsina.

Apos obtencdo da condigado experimental 6tima de tratamento
térmico da farinha de soja integral (maxima conversado de isoflavonas e baixo
teor de inibidores de tripsina), 0 modelo proposto foi confirmado comparando

os valores estimados com os valores experimentais.
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Todos os calculos e graficos foram realizados utilizando o
software Statistica 8.0 (StatSoft Inc, 2007).

4.3 METODOS ANALITICOS

4.3.1 Determinagédo da composi¢ao quimica da farinha de soja integral

A composicdo quimica da farinha de soja integral foi
determinada por meio de analises do teor de proteinas, lipideos, umidade,
cinzas e carboidratos por diferenga, utilizando as metodologias descritas pelo

Instituto Adolfo Lutz (2008) e os resultados expressos em %.
4.3.2 Determinacao dos teores de isoflavonas

As amostras foram desengorduradas com hexano na
proporgdo 1:10 (g:mL) em agitagdo continua por 1h a 25°C, seguido de filtragédo
a vacuo. A extragdo das isoflavonas foi realizada em triplicata, a partir de 0,3 g
de amostra desengordurada, utilizando 6 ml de solugdo extratora contendo
agua ultra pura : acetona : etanol (1:1:1), conforme Yoshiara et al. (2012). As
amostras foram agitadas a cada 15 min por 1h a 25°C. Em seguida, as
amostras foram mantidas em banho ultrasénico por 15 min e submetidas a
centrifugagéo (2.100 rpm por 15 min a 4°C) e filtragdo em membrana de 0,22
pm. As isoflavonas foram separadas e quantificadas por CLUE (cromatografia
liquida de ultra eficiéncia) conforme Handa et al. (2014). O cromatégrafo
(Acquity UPLC Sistem, Waters, MA, USA) utilizado foi equipado com coluna de
fase reversa (BEH C 18, 50 mm x 2,1 mm, 1,7 um; Waters) e detector com
arranjo diodo (DAD-Waters) ajustado para o comprimento de onda de 260 nm.
As aliquotas em triplicata (1,4 pL) foram injetadas automaticamente no
equipamento. Foram utilizadas como fase mével solugcdo de acido acético pH 3
(eluente A) e acetonitrila (eluente B), em fluxo de 0,7 mL.min™" & 35°C. Foi
utilizado o gradiente de eluicdo nao linear, iniciando com 90% A e 10% B,
atingindo 100% B apds 8 min. Em 9 min o gradiente de eluigdo retornou ao
inicial, resultando em tempo total de corrida de 10 min. A identificagdo de cada

forma quimica de isoflavona nos cromatogramas gerados foi realizada por
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comparagao com 0s espectros de absorcao e tempos de retencdo dos seus
respectivos padrdes individuais. As curvas de calibragao foram elaboradas com
concentracdes de 0,1, 0,05, 0,01, 0,005, 0,001 e 0,0005 mg.mL'1, para cada
padrdao de isoflavona. A quantificagdo das isoflavonas foi realizada por
integracdo das areas dos picos e padronizagao externa (area x concentragao)
usando os padrdes individuais de referéncia. Como as diferentes formas de
isoflavonas possuem massa molar diferente, os resultados foram expressos em

pmol.g'1 em base seca, média + desvio padréao.
4.3.4 Determinacgéo da atividade de inibidores de tripsina

A atividade dos inibidores de tripsina foi determinada pelo
método oficial da AOCS (2009). A extracao dos inibidores foi realizada em 1 g
de amostra desengordurada, adicionando 50 mL de solugdo de hidréxido de
sodio 0,01 M, seguido de agitagédo por 3 h a 25°C. O pH do extrato foi entdo
ajustado com hidréoxido de sédio 0,1 M para 9,3. O extrato foi diluido com agua
ultra pura (2 mL do extrato para 100 mL de solugéo). A reacao foi conduzida
em ftriplicata adicionando em cada tubo de ensaio 2 mL do extrato diluido e 2
mL da solugéo de tripsina, seguido de agitagdo e banho Maria a 37°C. Um tubo
do branco foi preparado sem adi¢cao da solugao de tripsina e um tubo padrao
foi preparado adicionando agua destilada no lugar do extrato, totalizando assim
5 tubos de ensaio para cada amostra. Apds 10 min de reacgao, foi adicionado 5
mL de solugdo de BAPNA, pré-aquecida a 37°C. Apos 10 min foi adicionado 1
mL de acido acético 30% para interromper a reagao, e completado o volume do
tubo do branco com 2 mL de tripsina. Em seguida as solugdes foram filtradas
em papel de filtro Whatman n° 3 e imediatamente feita a leitura da absorvancia
no espectrofotdbmetro ajustado para 410 nm.

Uma unidade de tripsina (1UT) foi definida arbitrariamente
como um aumento de 0,01 unidades de absorbéancia, a 410 nm, para 10 mL de
mistura reativa, sob as condi¢cbes utilizadas neste ensaio. A unidade de
inibidores de tripsina (UIT) foi entdo calculada pela diferenga de absorbancia
entre o tubo padrdo e o tubo de amostra. Os niveis de inibidores de tripsina
foram expressos como UIT.g" de amostra em base seca, média + desvio

padrdao. O percentual residual de inibidores de ftripsina (% de [T esiqual) fOI
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expresso pela relacdo entre a quantidade de UIT do ensaio e de UIT da

amostra sem tratamento, multiplicado por 100.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos estdo redigidos na forma de artigo

cientifico que sera submetido para publicagao.

5.1 ARTIGO: TRATAMENTO TERMICO DA FARINHA DE SOJA INTEGRAL SOBRE A
CONVERSAO DE ISOFLAVONAS E INATIVACAO DE INIBIDORES DE TRIPSINA
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TRATAMENTO TERMICO DA FARINHA DE SOJA INTEGRAL SOBRE A
CONVERSAO DE ISOFLAVONAS E INATIVACAO DE INIBIDORES DE

TRIPSINA

ANDRADE, J. C.; MANDARINO, J. M. G.; KUROZAWA, L. E.; IDA, E. I’

Universidade Estadual de Londrina, Departamento de Ciéncia e Tecnologia de

Alimentos, 86051-990, Londrina, Parana, Brasil; *email: elida@uel.br

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do tratamento térmico da farinha de
soja integral sobre a conversdo de isoflavonas e inativagdo de inibidores de
tripsina. Graos de soja foram moidos e obtida a farinha de soja integral (FSI)
que foi submetida ao tratamento em estufa por 10, 15 e 20 min a 100, 150 e
200°C conforme o delineamento experimental 32. As funcdes respostas
determinadas foram o teor de diferentes formas de isoflavonas e atividade
residual de inibidores de tripsina. As diferentes formas de isoflavonas foram
quantificadas por cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE). A atividade
de inibidores de tripsina foi determinada utilizando o substrato benzoyl-DL-
arginine 4-nitroanilide hydrochloride (BAPNA) e por espectrofotometria. Foram
estabelecidos modelos matematicos que estimaram os parametros do processo
de obtencdo de FSI com conversdo de isoflavonas e reducédo na atividade de
inibidores de tripsina. O tratamento térmico da FSI em estufa alterou o teor e

perfil das diferentes formas de isoflavonas, sendo que a 200°C por 20 min
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ocorreu  maior conversdao das isoflavonas malonilglicosideos em
acetilglicosideos, [B-glicosideos e agliconas, bem como maior reducdo na

atividade de inibidores de tripsina.

Palavras-chave: Processamento térmico. Calor seco. Tostagem. Isoflavonas da

soja. Inibidores de tripsina.

1 INTRODUCAO

Dentre os componentes da soja, as isoflavonas tém sido amplamente
investigadas (Vitale et al., 2013), devido aos efeitos benéficos a saude humana,
que estdo associados com a redugdo da incidéncia de doengas
cardiovasculares, alguns tipos de cancer, Alzheimer, sintomas de menopausa
(Dong et al., 2013; Filiberto et al., 2013; Park, et al., 2013; Wada et al., 2013),
diabetes mellitus tipos 1 e 2 (Choi et al., 2008; Park et al., 2013), dentre outras
doencgas. As isoflavonas da soja estdo divididas em quatro formas quimicas
denominadas de agliconas (daidzeina, gliciteina e genisteina), B-glicosideos
(daidzina, glicitina e genistina), malonilglicosideos (6”-O-malonildaidzina, 6”-O-
malonilglicitina e 6”-O-malonildaidzina) e acetilglicosideos (6”-O-acetildaidzina,
6”-O-acetilglicitina e 6”-O-acetil genistina) (Wang e Murphy, 1994; Liu, 2004).

Em geral, o conteudo de isoflavonas em alimentos processados de soja,
como na farinha de soja integral, € menor do que no gréo, em fungdo de
transformacbes fisicas e quimicas, incluindo aquelas causadas pelo
processamento térmico (Jonhson; White; Galloway, 2008; Villares et al., 2011).

A malonilgenistina é a isoflavona predominante no grédo de soja e pode ser
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convertida em acetilgenistina ou genistina apds secagem ou extragdo em agua
quente, respectivamente, sendo que o calor umido é mais favoravel a
conversao e degradacao do que o calor seco (Chien et al., 2005). Sob efeito do
calor seco e abaixo de 200°C, as agliconas sdo mais estaveis do que os B-
glicosideos (Yue, Abdallah e Xu, 2010). Durante o processo de torra, ocorre o
aumento no teor de agliconas e B-glicosideos, enquanto que ha redugcédo no
teor de malonilglicosideos (Lee et al., 2013). O nivel de energia térmica
aplicado e o conteudo de umidade desempenham papéis importantes no teor e
no perfil das isoflavonas nos produtos de soja ndo fermentados (Lee e Lee,
2009).

A diferenca entre as formas quimicas de isoflavonas pode afetar sua
biodisponibilidade (Mathias et al., 2006). As agliconas, por exemplo, sao
absorvidas mais facilmente do que os glicosideos conjugados, pois sua baixa
massa molecular facilita a difusdo. As formas conjugadas necessitam ser
hidrolisadas previamente antes da absorgdo (Villares et al., 2011). O estudo
das condicdes que levam as interconversdes das isoflavonas pode auxiliar no
entendimento da relacédo entre a forma quimica e os efeitos benéficos a saude
resultantes da ingestdo desses compostos.

Além das isoflavonas, a soja possui outros componentes bioativos,
como os inibidores de tripsina, aos quais tém sido atribuidos efeitos
antinutricionais resultantes do consumo de soja. Para promover um aumento
da qualidade nutricional da proteina da soja € necessaria a inativagao térmica
desses compostos (Liu, 2004). Os métodos mais eficazes para inativagao de
fatores antinutricionais em farelos de cereais incluem o calor seco e o calor

umido (Kaur et al. 2012). O incremento, tanto na umidade quanto na
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temperatura, promove uma inativagdo mais rapida desses inibidores (DiPietro e
Liener, 1989; Miura et al., 2005). Na matriz da farinha de soja, os inibidores de
proteases podem ser inativados em 30 min com banho em ebuligdo (DiPietro e
Liener, 1989).

Considerando que o processamento térmico € uma das operacdes mais
utilizadas na industria de alimentos e que este afeta diretamente as
transformacdes das diferentes formas de isoflavonas, assim como a inativagéo
dos inibidores de tripsina, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do
tratamento térmico da farinha de soja integral sobre a conversao de isoflavonas

e inativacéo de inibidores de tripsina.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Matéria-prima e Reagentes

Foram utilizados como matéria-prima graos de soja da cultivar BRS 257,
safra 2013, produzidos na regido de Maua da Serra, Parana, Brasil. Estes
graos foram fornecidos pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria —
EMBRAPA Soja (Londrina-PR). Esta cultivar convencional possui
caracteristicas para alimentacdo humana em fungcdo da auséncia das enzimas
lipoxigenases.

Para determinacdo das isoflavonas foram utilizados os padrbes 6”-O-
Acetilglicosideos e 6”-O-Malonilglicosideos (Wako Pure Chemical Industries,
Ltda., Osaka, Japan) e B-Glicosideos e Agliconas (Sigma-Aldrich Co., St. Louis,

MO, USA). Para determinagao dos inibidores de tripsina foram utilizados os
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padrées de tripsina e o substrato benzoyl-DL-arginine 4-nitroanilide
hydrochloride - BAPNA (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA). Os outros

reagentes utilizados foram de grau analitico ou grau cromatografico.

2.2 Obtencéao da Farinha de Soja Integral

Os graos de soja foram previamente selecionados e triturados (moinho
com refrigeragdo TECNAL, TE 631, Brasil) a 27.000 rpm por 1 min para obter a
farinha de soja integral (FSI). Esta farinha foi embalada a vacuo e conservada a
- 22°C até a determinacdo da composicdo quimica e avaliagcdo dos efeitos do

tratamento térmico.

2.3 Efeito do Tratamento Térmico da Farinha de Soja Integral

Para avaliar os efeitos do tratamento térmico da FSI sobre o teor de
diferentes formas de isoflavonas e inibidores de tripsina, foi utilizado o
delineamento experimental 3% com 9 ensaios e adicionado de 2 replicatas no
ponto central, totalizando 11 ensaios que foram realizados aleatoriamente. As
variaveis investigadas foram temperatura (X4= 100, 150 e 200°C) e tempo (X,=
10, 15 e 20 min) e as fungdes respostas avaliadas na FSI tratada (FSlit) foram
expressas pelo teor de daidzina (Dai), dglicitina (Gli), genistina (Gen),
malonildaidzina (MDai), malonilglicitina (MGIi), malonilgenistina (MGen),
daidzeina (ADai), gliciteina (AGlIi), genisteina (AGen), acetildaidzina (AcDai),
acetilglicitina (AcGili), acetilgenistina (AcGen) e % de atividade residual de

inibidores de tripsina (% de IT esiqual)- Para cada ensaio foram utilizadas 40 g da
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FSI pesadas em placa de vidro (100 x 15 mm) e fechadas. Em seguida, o
material foi colocado em estufa (Nova Etica, 402-5W, série 10916/08, Brasil)
previamente estabilizada nas temperaturas (X;) e tempos (X;) conforme o
delineamento. Os niveis maximos utilizados de 200°C e 20 min foram
estabelecidos apos ensaios preliminares. Os niveis acima destas condi¢des
foram indesejaveis devido a alteracdo da integridade da amostra. Ao final de
cada tratamento, a amostra foi imediatamente resfriada em gelo até atingir a
temperatura de 25°C. As amostras foram embaladas a vacuo e conservadas a

— 22°C até a realizagéo das analises.

2.4 Determinagao da Composi¢ao Quimica

A composic¢ao quimica da FSI foi determinada por meio de analises do
teor de proteinas, lipideos, umidade, cinzas e carboidratos por diferenca,
utilizando as metodologias descritas pelo Instituto Adolfo Lutz (2008) e os

resultados expressos em %.

2.5 Determinagao do Teor das Diferentes Formas de Isoflavonas

As amostras foram desengorduradas com hexano na proporgdo 1:10
(g:mL) e agitagdo continua por 1h a 25°C, seguido de filtragdo a vacuo. A
extragao das isoflavonas foi realizada em triplicata, a partir de 0,3 g de amostra
desengordurada com 6 mL de solugcdo extratora contendo agua ultra pura :
acetona : etanol (1:1:1), conforme Yoshiara et al. (2012). As amostras foram

agitadas a cada 15 min por 1h a 25°C. Em seguida, foram mantidas em banho
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ultrasdnico por 15 min, centrifugadas (2.100 rpm por 15 min a 4°C) e filtradas
com membrana de 0,22 uym. As isoflavonas foram separadas e quantificadas
por cromatografia liquida de ultra desempenho (CLUE), conforme Handa et al.
(2014). A identificacdo de cada forma quimica de isoflavona foi realizada por
comparagao com os espectros de absorcdo e tempos de retencdo dos seus
respectivos padrdes individuais. As curvas de calibragao foram construidas a
partir de concentra¢des de 0,1, 0,05, 0,01, 0,005, 0,001 e 0,0005 mg de cada
padrao de isoflavona por mL de solugcdo. A quantificacido das isoflavonas foi
realizada por integragdo das areas dos picos e padronizagdo externa (area x
concentrac&o) usando os padrdes individuais de referéncia. Como as diferentes
formas de isoflavonas possuem massas molares distintas, a média e o desvio

padrao foram expressos em pmol de isoflavonas/g de amostra em base seca.

2.6 Atividade de Inibidores de Tripsina

A atividade dos inibidores de tripsina foi determinada pelo método oficial
da AOCS (2009), utilizando 1 g de amostra desengordurada e extragcdo com 50
mL de solugédo de hidréxido de sddio 0,01 M, seguido de agitagdo por 3h a
25°C.

Uma unidade de tripsina (1UT) foi definida arbitrariamente como um
aumento de 0,01 unidade de absorbancia, a 410 nm, para 10 mL de mistura
reativa (2 mL aliquota, 2 mL solugdo de tripsina, 5 mL solugdo de BAPNA e 1
mL de solugéo de acido acético para interromper a reagao), sob as condigdes
utilizadas neste ensaio (banho Maria a 37°C por 10 min). A unidade de

inibidores de tripsina (UIT) foi calculada pela diferenca de absorbancia entre o
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tubo padrdo e o tubo de amostra. Os niveis de inibidores de tripsina foram
expressos como UIT.g”" de amostra em base seca. O percentual residual de
inibidores de tripsina (% de ITrsiqua) fOi expresso pela relagdo entre a
quantidade de UIT do ensaio e UIT da amostra sem tratamento, multiplicado

por 100.

2.7 Analise Estatistica

A metodologia de superficie de resposta foi utilizada para analisar a
regido de maxima conversao de isoflavonas e minimo residual de inibidores de
tripsina. Os modelos foram obtidos por meio de analise de variancia (ANOVA,
p=0,05) e analise de regressao utilizando o software Statistic 8.0 (Statsoft,
Tulsa, OK, USA) e construidos os graficos de superficie de resposta e
desejabilidade. O modelo para cada fungdo resposta foi expresso na forma da
equacdo Y = Bo + Bixs + Baxa + BriXiZ + BaxXo® + BraXeXe + €, onde Y é a funcgdo
resposta, x4 € X2 sdo 0s niveis das variaveis codificadas, [ sdo os coeficientes

estimados pela regressao e € € o erro.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracterizagéo da Farinha de Soja Integral

Os constituintes quimicos da FSI foram quantificados apresentando em

base seca 36,84 £+ 0,06% de proteina, 22,48 £ 0,12% de lipideos, 5,30 + 0,05%

de cinzas e 35,46 + 0,09% de carboidratos estimados por diferenca. Esses
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teores foram similares a FSI descrita por Liu (2004). O teor de inibidores de
tripsina da FSI foi de 24.390 + 298 UIT.g'1, inferior ao descrito na FSI por Liu
(2004). Segundo Kumar et al. (2003), a cultivar e a interagdo entre cultivar e
local de cultivo influenciam o teor de inibidores de tripsina.

O teor de isoflavonas totais da FSI foi de 5,93 + 0,14 ymol/g (Tabela 1),
sendo que 64% foram constituidos por malonilglicosideos (38%
malonilgenistina, 22% malonildaidzina e 4% malonilglicitina). Esta
predominéncia de malonilglicosideos também foi observada em cultivares de
soja BRS 257 (Lima e Ida, 2014) e BRS 284 (Quinhoni Junior e Ida, 2015). A
isoflavona genisteina correspondeu a 2% das isoflavonas totais e foi a unica
aglicona detectada na FSI. Resultados similares foram descritos em 18
cultivares de soja, cujo teor de isoflavonas totais apresentou 65% de
malonilgenistina e malonildaidizina e 2% de agliconas (Ribeiro et al., 2007).
Os acetilglicosideos ndo foram detectados na FSI|. Segundo Villares et al.
(2011), os acetilglicosideos s&o produzidos a partir da clivagem do grupo
carboxila dos malonilglicosideos em processos que envolvem calor e baixa
disponibilidade de agua. Os B-glicosideos da FSI representaram 34% das
isoflavonas totais (18% de genistina e 16% de daidzina) e a glicitina nao foi
detectada. Wang e Murphy (1994) observaram que em gréos de soja de
diferentes cultivares, o teor de isoflavonas totais variou entre 2,62 e 8,97

pmol/g e o teor de glicitina e derivados foi baixo.

3.2 Efeito do Tratamento Térmico da Farinha de Soja Integral sobre o Teor das

Diferentes Formas de Isoflavonas
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O efeito das variaveis independentes temperatura (X1) e tempo (X2) na
FSI, sobre as fungdes respostas das diferentes formas de isoflavonas, esta
apresentado na Tabela 2. De acordo com os parametros de regressao e
analise de variancia (ANOVA) para a MDai, as variaveis x4 € X, apresentaram
efeitos linear e quadratico negativos e significativos, bem como a interagao x1x
(p<0,05). A falta de ajuste do modelo nao foi significativa (p>0,05) e 99% (R?)
dos dados experimentais foram explicados pelo modelo: MDai = 1,17 - 0,25x4 -
0,123x,%> - 0,108x, - 0,038x,> - 0,125x:x,. A superficie de resposta e os
parametros de desejabilidade (Figura 1) indicaram que a MDai foi minima (0,53
umol/g de FSI) quando x; = 1 (X4 = 200°C) e x2 = 1 (X2 = 20 min). Nestas
condicbes, a MDai reduziu 59,23% quando comparada com o teor de
malonildaidzina da FSI (1,30 + 0,04 umol/g) sem tratamento térmico (Tabela 1).
A reducao das formas malonildaidzina e malonilgenistina também foi observada
por Lee e Lee (2009) em grios de soja submetidos em uma estufa a 100°C por
120 min. Observaram também que no processo de torra a 200°C por 21 min, o
teor de malonilglicosideos foi reduzido e mais acentuado do que em estufa a
100°C por 120 min.

A AcDai nao foi avaliada na FSl, devido a ndo detecgao nos ensaios
de 1 a 4 e nas replicatas do ponto central. Entretanto, AcDai foi detectada nos
ensaios 7, 8 e 9 a 200°C, cujo teor aumentou conforme o aumento do tempo
(10, 15 e 20 min) (p<0,05). O tratamento térmico da FSli, nesta condi¢cao de
maior temperatura (200°C) favoreceu a conversdo da isoflavona
malonildaidzina (Figura 1) em acetildaidzina (Tabela 2). O mesmo também foi
observado por Villares et al. (2011) sobre os acetilglicosideos que sao

produzidos a partir dos malonilglicosideos em processos com calor seco.
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Os parémetros de regressao e analise de variancia (ANOVA) para a Dai
indicaram que a variavel x4 apresentou efeito linear positivo e significativo
(p<0,05). Embora os efeitos linear e quadratico da variavel x, ndo tenham sido
significativos (p=0,065 e p=0,058 respectivamente), os mesmos foram
mantidos na equacgédo visando melhorar o ajuste do modelo aos dados
experimentais. A falta de ajuste do modelo n&o foi significativa (p>0,05) e 92%
(RZ) dos dados experimentais foram explicados pelo modelo: Dai = 0,892 +
0,077x; + 0,035x, — 0,054x,°. A superficie de resposta e os parametros de
desejabilidade (Figura 2) indicaram que a Dai foi maxima (0,97 pmol/g de FSI)
quando x4 = 1 (X4 = 200°C) e x2 = 0,5 (X2 = 17,5 min). No grafico de
desejabilidade observa-se que n&o houve diferenca quando 0,5 < x4 < 1 ou
175°C < X;<200°C e - 0,5 < x2< 1 ou 12,5 min < X, < 20 min. Estes resultados
indicaram que na FSli, obtida neste intervalo de tempo e temperatura a Dai
aumentou 6,59% quando comparada com o teor de daidzina da FSI (0,91
0,03 pmol/g) sem tratamento térmico (Tabela 1). O aumento de 3-glicosideos e
agliconas também foi observado em graos de soja torrados a 200°C por 10
min, como consequéncia da redug¢ao de malonilglicosideos (Lee et al., 2013).
A ADai na FSls ndo foi avaliada devido a ndo detecgao nos ensaios 1,
2, 4, 6 e 8. Destaca-se que a presenga da aglicona daidzeina foi observada a
100°C por 20 min (ensaio 3), 150°C por 15 min (ensaios 5, 10 e 11) e a 200°C
por 10 min (ensaio 7) ou 20 min (ensaio 9). Nestas condigdes, possivelmente
ocorreu a conversdo de isoflavonas daidzina, acetildaidzina e malonildaidzina
em aglicona daidzeina. Sendo que a ADai foi maior (0,23 £ 0,01 pymol/g) no
ensaio 9, no qual foi aplicado maior temperatura e tempo para obtencao da

FSlyat (p<0,05). Entretanto, Yue et al. (2010), utilizando solugdes modelo e
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calor seco acima de 150°C apés 30 min, observaram uma taxa de conversédo
de 21,8% e 22,2% de B-glicosideos daidzina e genistina, respectivamente, em
suas correspondentes formas agliconas daidzeina e genisteina.

Os paréametros de regressdo e analise de varidncia (ANOVA) para a
funcdo resposta MGen, indicaram que as variaveis X1 € Xz € interagado XXz
apresentaram efeitos linear negativo e significativo (p<0,05). A variavel xi
também apresentou efeito quadratico negativo e significativo (p<0,05). A falta
de ajuste do modelo ndo foi significativa (p>0,05) e 99% (R?) dos dados
experimentais foram explicados pelo modelo: MGen = 1,989 - 0,405x4 -
0,238x:% - 0,208x, - 0,202x1x.. A superficie de resposta e os parametros de
desejabilidade (Figura 3) indicaram que a MGen foi minima (0,94 umol/g de
FSI) quando x4 = 1 (X4 = 200°C) e x2 = 1 ( X2 = 20 min). Nestas condigdes, a
MGen reduziu 58,04% quando comparada com o teor de malonilgenistina da
FSI (2,24 £ 0,05 pmol/g) sem tratamento térmico (Tabela 1). Efeito similar foi
observado para a MDai (Figura 1).

A AcGen nao foi avaliada na FSl, devido a ndo detecgao nos ensaios
de 1 a 4. Entretanto, a AcGen foi detectada nas replicatas do ponto central
(150°C por 15 min) e, nos ensaios de 6 a 9 (200°C), a AcGen aumentou
conforme o aumento do tempo (10, 15 e 20 min) (p<0,05). A conversao da
isoflavona malonilgenistina em acetilgenistina ocorreu na FSly a partir do
tratamento térmico a 150°C por 15 min. Destaca-se que esta temperatura
aplicada na FSly, foi menor do que a temperatura minima (200°C) para
conversdo de malonildaidzina em acetildaidzina. A conversédo de
malonilgenistina em acetilgenistina também foi investigada por Chien et al.

(2005), que avaliaram sistemas modelo das quatro formas de isoflavonas
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genistina aplicando calor seco em diferentes condigbes de tempo e
temperatura. Os autores observaram que, quando a malonilgenistina foi
submetida a 100°C por 120 min, ocorreu a formagdo de acetilgenistina,
enquanto que a 150°C, o teor de malonilgenistina reduziu e os de
acetilgenistina e genistina aumentaram. A 200°C, a malonilgenistina foi
convertida a acetilgenistina, genistina e genisteina. Entretanto, foi observado
que em grios de soja torrados entre 160°C e 200°C e entre 5 e 15 min, ndo
ocorreu a formagao de acetilglicosideos (Lee et al., 2013).
Os paréametros de regressdo e analise de varidncia (ANOVA) para a
Gen indicaram que as variaveis x4 € X e interagao x1xp apresentaram efeitos
linear positivo e significativo (p<0,05). A falta de ajuste do modelo nao foi
significativa (p>0,05) e 98% (R? dos dados experimentais foram
adequadamente ajustados ao modelo: Gen = 1,07 + 0,087x;y + 0,047x, +
0,053x1x2. A superficie de resposta e os parametros de desejabilidade (Figura
4) indicaram que a Gen foi maxima (1,26 umol/g de FSI) quando x4 = 1 (X4 =
200°C) e x2 = 1 (X2 = 20 min). No gréafico de desejabilidade, observa-se que
nao houve diferenga quando 0,5 < x, < 1 ou 17,5 min < X; < 20 min. Estes
resultados indicaram que na FSly, obtida neste intervalo de tempo e
temperatura de 200°C, a Gen aumentou 16,67% quando comparada com a
genistina da FSI (1,08 £ 0,02 pmol/g) sem tratamento térmico (Tabela 1).
Destaca-se que este aumento foi maior do que o observado para a Dai (Figura
2).
Os parametros de regressdo e analise de variancia (ANOVA) para a
funcao resposta AGen indicaram que a variavel x4 apresentou efeito quadratico

negativo e significativo, enquanto que a variavel x, apresentou efeito linear
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positivo e significativo (p<0,05). Embora o efeito da interagdo x4x2 ndo tenha
sido significativo (p=0,088), o mesmo foi mantido na equacéo visando melhorar
0 ajuste do modelo aos dados experimentais. A falta de ajuste do modelo ndo
foi significativa (p>0,05) e 81% (R? dos dados experimentais foram
adequadamente explicados pelo modelo: AGen = 0,172 - 0,018x4> + 0,01x, -
0,01x4x2. Entretanto, observa-se na superficie de resposta e parametros de
desejabilidade (Figura 5) que a AGen na FSli;: ndo diferiu em todo o intervalo
de tempo e temperatura investigado (p>0,05). Em relacdo a FSI sem
tratamento térmico, a AGen permaneceu estavel.

A MGIi nao foi avaliada devido a ndo deteccdo no ensaio 9. Neste
ensaio, o tratamento térmico a 200°C por 20 min ocasionou possivelmente
uma degradagao da malonilglicitina, dado que esta forma quimica foi detectada
na FSI sem tratamento. A conversdo em acetilglicitina, glicitina ou gliciteina ndo
foi observada uma vez que as AcGli, Gli e AGIli ndo foram detectadas (Tabela
2). Considerando que a FSI sem tratamento térmico apresentou o teor de
malonilglicitina de 0,26 + 0,00 umol/g, observou-se que os outros ensaios,
quando comparados a FSI sem tratamento térmico, nao apresentaram
diferencgas significativas (p>0,05).

A partir de MDai e MGen foi estimado que as regides de teor minimo
ocorreram quando X1 = 1 e X2 = 1 ou X7 = 200°C e X, = 20 min. Nesta mesma
condigdo, Dai, Gen e AGen apresentaram regides de maximo teor que
correspondeu ao ensaio 9 (Tabela 2). Neste ensaio, os B-glicosideos (Dai e
Gen), os malonilglicosideos (MDai e MGen), os acetilglicosideos (AcDai e
AcGen) e as agliconas (ADai e AGen) representaram respectivamente 42%,

26%, 25% e 7% do teor de isoflavonas totais (5,77t 0,10 ymol/g). Portanto,
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observou-se uma redugdo de 2,5 vezes no teor de malonilglicosideos, um
aumento de 1,2 vezes e 3,5 vezes no teor de B-glicosideos e de agliconas,
respectivamente, bem como a formacdo de daidzeina, acetildaidzina e
acetilgenistina, uma vez que estas isoflavonas ndo foram detectadas na FSI
sem tratamento (Tabela 1).

A partir dos modelos, as respectivas fungdes respostas estimadas MDai,
Dai, MGen, Gen e AGen foram confirmadas na condi¢cdo do ensaio 9 (x1=1e
X2 = 1 ou X4 = 200°C e X, = 20 min). Comparando com as fungdes respostas
experimentais (Tabela 2), observou-se que os valores obtidos foram proximos e
com desvios aceitaveis entre £ 0,01 e £ 0,08 (umol/g), indicando que os
modelos foram adequados para predicdo das fungdes respostas MDai, Dai,

MGen, Gen e AGen no tratamento térmico da FSI.

3.3 Efeito do Tratamento Térmico da Farinha de Soja Integral sobre a Atividade

dos Inibidores de Tripsina

O efeito das variaveis independentes temperatura (X1) e tempo (X2) na
FSI, sobre a funcao resposta % de IT esiqual €Sta apresentado na Tabela 2. De
acordo com os parametros de regressao e analise de variancia (ANOVA) para
a % de ITesiqual, @ variavel x4 apresentou efeito linear negativo e significativo
(p<0,05). Embora o efeito linear da variavel x, ndo tenha sido significativo
(p=0,069), o mesmo foi mantido na equagao visando melhorar o ajuste do
modelo aos dados experimentais. A falta de ajuste do modelo n&o foi
significativa (p>0,05) e 85% (R?) dos dados experimentais foram explicados

pelo modelo: % de 1T esigual = 71,4 — 28,58x4 — 10,15x,. A superficie de resposta
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e os parametros de desejabilidade (Figura 6) indicaram que a % de T esigual fOI
minima (32,67% de FSI) quando x; =1 e x, = 1 ou X4 = 200°C e X, = 20 min.
No grafico de desejabilidade, observa-se que nao houve diferengca quando 0 <
X1 < 1 ou 150°C < X; < 200°C e independente da variavel x,. Resultados
similares foram observados por Baintner (1981), em FSI submetida a estufa a
165°C por 1 h, onde a atividade dos inibidores de tripsina foi reduzida
drasticamente. Entretanto, o tratamento hidrotérmico do extrato de feijao tepary
a 100°C por 1 h inativou totalmente os inibidores de tripsina (Osman et al.,
2002). Os farelos de cereais submetidos a temperatura de 100°C por 25 min
com calor umido (vapor) e com calor seco em estufa com circulagéo de ar,
resultaram em 17% e 20% de IT esiqual, respectivamente (Kaur et al., 2012).

A partir do modelo, a fungao resposta estimada de % de IT resigual também
foi confirmada na condig&o do ensaio 9 (x1 =1 e x2 =1 ou X; = 200°C e X, =20
min). Comparando com a fungado resposta experimental (Tabela 2), observou-

se que o valor obtido foi préximo e com desvio aceitavel de £ 0,33 (% de FSI).

4 CONCLUSAO

O tratamento térmico da FSI em estufa alterou o teor e perfil das
diferentes formas de isoflavonas. O tratamento da FSI a 200°C por 20 min
ocasionou maior conversdo das isoflavonas malonilglicosideos em
acetilglicosideos, B-glicosideos e agliconas, bem como maior redugdo na
atividade de inibidores de tripsina. Na FSI submetida a 200°C por 20 min,
ocorreu uma redugao de 2,5 vezes no teor de malonilglicosideos, um aumento

de 1,2 vezes e 3,5 vezes no teor de B-glicosideos e de agliconas,
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respectivamente, bem como a formacdo de daidzeina, acetildaidzina e
acetilgenistina, sendo que a atividade residual de inibidores de tripsina foi de
33,67%. Modelos matematicos foram estabelecidos e poderao ser utilizados na
definicdo de parametros de processo para obtencdo de FSI com conversao de
isoflavonas e redugao na atividade de inibidores de tripsina. Desta forma, para
obter uma FSI com maxima conversdo de isoflavonas e minimo residual de

inibidores de tripsina, recomenda-se utilizar o calor seco a 200°C por 20 min.
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Tabela 1 — Teor das diferentes formas de isoflavonas* na farinha de soja integral sem tratamento térmico.

Malonilglicosideos Acetilglicosideos B-Glicosideos Agliconas
Malonildaidzina 1,30 £ 0,04 Acetildaidzina nd Daidzina 0,91 £ 0,03 Daidzeina nd
Malonilglicitina 0,26 + 0,00 Acetilglicitina nd Glicitina nd Gliciteina nd
Malonilgenistina 2,24 £ 0,05 Acetilgenistina nd  Genistina 1,08 £ 0,02 Genisteina 0,14 £ 0,00

* expresso em pmol.g'1 , base seca, nd = ndo detectado
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Tabela 2 — Variaveis originais e codificadas e func¢des respostas das diferentes formas de isoflavonas e inibidores de tripsina na

farinha de soja integral tratada.

Variaveis originais e

Funcdes respostas (pmol.g'1, base seca)

codificadas Malonilglicosideos Acetilglicosideos B-Glicosideos Agliconas Init%iggsr%sade
X1 X2
Ensaios MDai MGli MGen AcDai AcGli AcGen Dai Gli Gen ADai AGIi AGen % de ITresidual
(X1, °C) (X2, min)

1 -1(100) -1(10) 1,19+0,04 0,26+0,00 2,25+0,05 nd nd nd 0,83+0,03 nd 1,06+0,02 nd nd 0,174+0,00 107,27 +1,87
2 -1(100) 0 (15) 1,35+0,13 0,33+0,05 2,08+0,05 nd nd nd 0,77+0,07 nd 0,9310,02 nd nd 0,14 +0,00 96,66 2,61
3 -1 (100) 1(20) 1,22+0,09 0,27+£0,00 2,23+0,06 nd nd nd 0,84+0,05 nd 1,03£0,01 0,21+0,00 nd 0,19+0,00 110,04 £ 3,58
4 0(150) -1(10) 1,29+0,03 0,30+0,01 2,11+0,03 nd nd nd 0,72+0,02 nd 0,93%£0,01 nd nd 0,177+0,00 87,31+1,48
5 0 (150) 0(15) 1,10+0,07 0,27+0,00 2,01+0,01 nd nd 0,08+000 095+004 nd 1,13+0,01 0,20£0,01 nd 0,17+0,00 68,35+0,88
6 0 (150) 1(20) 1,08+0,04 0,27+0,02 1,71+0,04 nd nd 0,08+0,00 0,78+0,03 nd 1,06 +0,02 nd nd 0,177+0,00 46,42+0,57
7 1(200) -1(10) 0,94+0,07 0,25+0,00 1,88+0,04 0,38+0,02 nd 0,18+0,01 0,93+0,07 nd 1,14+0,03 0,79+0,00 nd 0,16+0,00 5592+0,76
8 1 (200) 0 (15) 0,85+0,01 0,27+0,01 1,20£0,02 0,48 +0,01 nd 0,37+£0,00 0,90+0,01 nd 1,08+0,01 nd nd 0,14 +0,00 5347 +1,74
9 1 (200) 1 (20) 0,47 £ 0,03 nd 1,05+0,01 0,76 £0,06 nd 0,69+0,02 1,07+0,03 nd 1,32%+0,02 0,23+0,01 nd 0,177 +0,00 33,13+0,53
10 0 (150) 0 (15) 1,10+£0,05 0,27+0,00 2,12+0,03 nd nd nd 0,92+0,04 nd 1,14+0,01 0,21+£0,00 nd 0,18+0,00 67,45+1,58
11 0 (150) 0(15) 1,15+0,09 0,27+0,00 2,09+0,05 nd nd 0,06+000 099+0,09 nd 1,16+0,02 0,21+0,00 nd 0,18+0,00 60,72+2,53

MDai = malonildaidzina, MGIi = malonilglicitina, MGen = malonilgenistina, AcDai =acetildaidzina, AcGli = acetilglicitina, AcGen = acetilgenistina, Dai = daidzina, Gli = glicitina,

Gen = genistina, ADai = daidzeina, AGli = gliciteina, AGen = genisteina, % ITesiqual = % residual de atividade de inibidores de tripsina, nd = ndo detectado.
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Figura 1 — Superficie de resposta e perfil de desejabilidade para malonildaidzina, sendo x4 = temperatura e x, =
tempo.
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Figura 2 — Superficie de resposta e perfil de desejabilidade para daidzina, sendo x4 = temperatura e x, = tempo.
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Figura 3 — Superficie de resposta e perfil de desejabilidade para malonilgenistina, sendo xi = temperatura e x, =

tempo.
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Figura 4 — Superficie de resposta e perfil de desejabilidade para genistina, sendo x4 = temperatura e x, = tempo.
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Figura 5 — Superficie de resposta e perfil de desejabilidade para acetilgenistina, sendo x4 = temperatura e x; =

tempo.



71

Bloco Temperatura (oC) Tempo (min) ! Desirabili

140,00

z |
g
}% g 2
1 T T L. E =%
2 I SRS ; g =
= 32,238 [------ RO R R S B L DR U P S =
- . HE«]
%, ; 18
Z
g 0,0000
1,0000 [------D--mmfp oo mome]  fonerensesi i B e L
Jcr" . 1
s =
3
s 5
Il 100 8
[ 80
160
|% IT residual =71,40-28,53x1-10,15x2| N 40
1 2 -1, 1 1 1
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6 CONCLUSAO

O tratamento térmico da FSI em estufa alterou o teor e perfil
das diferentes formas de isoflavonas. O tratamento da FSI a 200°C por 20 min
ocasionou maior conversao das isoflavonas malonilglicosideos em
acetilglicosideos, B-glicosideos e agliconas, bem como maior redugcao na
atividade de inibidores de tripsina. Na FSI submetida a 200°C por 20 min,
ocorreu uma redugao de 2,5 vezes no teor de malonilglicosideos, um aumento
de 1,2 vezes e 3,5 vezes no teor de [B-glicosideos e de agliconas,
respectivamente, bem como a formag¢do de daidzeina, acetildaidzina e
acetilgenistina, sendo que a atividade residual de inibidores de tripsina foi de
33,67%. Modelos matematicos foram estabelecidos e poderao ser utilizados na
definicido de parametros de processo para obtengdo de FSI com conversio de
isoflavonas e redugao na atividade de inibidores de tripsina. Desta forma, para
obter uma FSI com maxima conversao de isoflavonas e minimo residual de

inibidores de tripsina, recomenda-se utilizar o calor seco a 200°C por 20 min.





