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RESUMO

Okara € o residuo fibroso do extrato de soja e tofu. Uma grande quantidade deste
residuo € gerada anualmente em diversos paises, mas somente uma pequena
porcdo € aproveitada. A modificagdo de residuos com elevado teor de fibras
alimentares, como o okara, tem sido empregada para aumentar o teor de fibras
soluveis, cujo consumo esta associado a diversos beneficios a saude, e melhorar as
propriedades de hidratacdo, minimizando as caracteristicas sensoriais indesejaveis
de textura em produtos, onde estes residuos sao aplicados. Neste contexto, a
modificagao destes residuos seria uma alternativa para aumentar o seu potencial de
utilizacado e de agregacao de valor. Portanto, o objetivo desta pesquisa foi modificar
0 okara por solugdo de peroxido de hidrogénio alcalino, hidrélise enzimatica,
utilizando uma mistura de carboidrases, e extrusdo, associando-os ou ndo, para
aumentar o conteudo de fibras soluveis e as propriedades de hidratagao e investigar
seus efeitos sobre as propriedades fisicas, quimicas e tecnofuncionais. Para isto,
primeiramente, foram determinadas as melhores condi¢des para cada método de
modificagado, visando o aumento simultaneo de fibras soluveis e das propriedades de
hidratacdo do okara. Em seguida, os métodos foram associados, sendo os
tratamentos prévios a extrusdo ou o peroxido de hidrogénio alcalino, seguido da
hidrolise enzimatica, para buscar a potencializagao destas modificagdes. Os okaras
controle e modificados pelos métodos associados ou ndo foram analisados quanto a
sua microestrutura, cristalinidade, cor, composi¢ao quimica, pH, densidade aparente,
capacidade de absorcdo e retengcdo de dleo, estabilidade dos solidos em agua e
solubilidade proteica. O tratamento otimizado por peréxido de hidrogénio alcalino
(2% de H202, a 42 °C por 5 h) resultou em um aumento simultdneo de 601% do
conteudo de fibras soluveis, 26% da capacidade de absorgéo e retengédo de agua e
da capacidade de intumescimento do okara. Ja a hidrdlise enzimatica (0,8% do
complexo enzimatico, 46 °C por 3 h) provocou um aumento de 105% do conteudo de
fibras soluveis, 34% da capacidade de absorcao e retencdo de agua e 13% da
capacidade de intumescimento. A extruséo (35% de umidade da amostra, 115 rpm e
120 °C) ocasionou o aumento de 80% do conteudo de fibras soluveis, 45% da
capacidade de absorcdo e retengcdo de agua e manutengdo da capacidade de
intumescimento. Os tratamentos prévios, extrusdo ou peroxido de hidrogénio
alcalino, a hidrdlise enzimatica, resultaram em um okara com novos substratos para
a mistura de carboidrases, liberando, principalmente, fibras de baixa massa
molecular e agucares simples, respectivamente. O tratamento sequencial por
peroxido de hidrogénio alcalino e hidrolise enzimatica aumentou a capacidade de
intumescimento e manteve a capacidade de absorcao e retengdo de agua. Com a
extrusdo e posterior uso de enzimas nao foi possivel aumentar a capacidade de
absorcao e retencdo de agua e de intumescimento do okara. No geral, todos os
tratamentos, associados ou nao, resultaram em alteragbes na microestrutura,
cristalinidade, composicdo quimica, pH e demais propriedades tecnofuncionais
(densidade aparente, capacidade de absorcao e retengcédo de 6leo, estabilidade dos
sélidos em agua e solubilidade proteica) do okara.



Palavras-chave: Residuos agroindustriais. Fibras modificadas. Fibras soluveis.
Propriedades de hidratagdo. Microestrutura.
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ABSTRACT

Okara is the fibrous residue from soymilk and tofu. A large amount of this waste is
generated annually in several countries, but only a small portion is used. The
modification of the agro-industrial wastes with a high content of dietary fibers, such
as okara, has been used to increase the content of soluble fibers, which the
consumption is associated with several health benefits, and to improve hydration
properties, minimizing the undesirable sensory characteristics of texture in products,
which these residues are applied. In this context, the modification of these residues
would be an alternative to increase their potential for use and added value.
Therefore, the objective of this research was to modify okara by alkaline hydrogen
peroxide solution, enzymatic hydrolysis, using a carbohydrases mixture, and
extrusion, associating or not, to increase the content of soluble fibers and the
hydration properties and to investigate their effects on physical, chemical and techno-
functional properties. For this purpose, the best conditions for each modification
method were determined, aiming the simultaneous increase of soluble fibers content
and the hydration properties of okara. Then, the methods were associated, previously
treating okara by extrusion or alkaline hydrogen peroxide, followed by enzymatic
hydrolysis, to potentiate these modifications. The control and modified okaras were
analyzed for their microstructure, crystallinity, color, chemical composition, pH, bulk
density, oil absorption and holding capacity, solids stability in water and protein
solubility. Treatment of okara with alkaline hydrogen peroxide under optimized
conditions (2% H202, at 42 °C for 5 h) resulted in a 601% increase in soluble fiber
content and 26% increase in both water absorption and holding capacity and swelling
capacity. Enzymatic hydrolysis (0.8% enzymatic complex, 46 °C for 3 h) resulted in a
105% increase in soluble fibers content, 34% increase in water absorption and
holding capacity and 13% increase in swelling capacity. Extrusion (35% feed
moisture, 115 rpm and 120 °C) caused a 80% increase in soluble fibers content, 45%
increase in water absorption and holding capacity and the maintenance of swelling
capacity. The previous treatments, extrusion or alkaline hydrogen peroxide, followed
by enzymatic hydrolysis, resulted in a okara with new substrates for carbohydrases
mixture, releasing mainly low molecular weight fibers and simple sugars,
respectively. Sequential treatment with alkaline hydrogen peroxide and enzymatic
hydrolysis increased the swelling capacity and maintained the water absorption and
holding capacity. By extrusion and subsequent enzymatic hydrolysis, it was not
possible to increase okara water absorption and holding capacity and swelling
capacity. In general, all treatments, associated or not, resulted in changes in okara
microstructure, crystallinity, chemical composition, pH and other techno-functional
properties (bulk density, oil absorption and holding capacity, solids stability in water
and protein solubility).

Key words: Agro-industrial waste. Modified fibers. Soluble fibers. Hydration
properties. Microstructure.
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1 INTRODUGAO

Na industria de alimentos existe um crescente interesse no
desenvolvimento de produtos funcionais para saude e, particularmente, nas fibras
alimentares, as quais possuem propriedades tecnofuncionais que permitem o seu
uso na formulagdo de alimentos com posterior beneficios a saude do consumidor
(PERCEGONI; NUNES; GOMES, 2015; PEREZ-LOPEZ; MATEOS-APARICIO;
RUPEREZ, 2017).

Por meio da solubilidade em agua, as fibras alimentares podem ser
divididas em soluveis (pectina, algumas hemiceluloses, gomas, B-glucanas,
frutooligossacarideos) e insoluveis (hemicemuloses, celulose e lignina), as quais
apresentam diferentes fungdes fisioldgicas na saude humana. O consumo de fibras
insoluveis esta mais associado a regulagao das fungdes intestinais e a reducéao do
risco de cancer no colon. Ja as fibras soluveis sao mais efetivas em varios aspectos
de saude, em comparagdo as insoluveis, cujo consumo estad relacionado a
atenuacdo da resposta glicémica e aos efeitos prebidtico, anticarcinogénico e,
principalmente, hipocolesterolémicos. Considerando que os alimentos e ingredientes
fontes de fibras alimentares mais comuns na dieta sdo constituidos majoritariamente
pelas insoluveis, a obtengdo das soluveis torna-se importante (CHAWLA; PATIL,
2010; MATEOS-APARICIO; MATEOS-PEINADO; RUPEREZ, 2010; PERCEGONI;
NUNES; GOMES, 2015).

Tecnologicamente, as fibras alimentares apresentam propriedades
de hidratacdo que favorecem sua aplicacdo em alimentos, pois sdo compostas por
moléculas hidrofilicas, como celulose, pectina e hemicelulose. Porém, quando
incorporadas em alimentos, podem apresentar efeitos negativos, principalmente,
relacionados a textura arenosa e a perda de volume dos produtos alimenticios,
limitando o seu uso (GALDEANO; GROSSMANN, 2005; THARANATHAN;
MAHADEVAMMA, 2003; THOMPSON, 2000).

Existem diversos tratamentos que podem modificar as fibras
insoluveis e assim aumentar o conteudo das soluveis e melhorar suas propriedades
tecnofuncionais em alimento com elevado conteudo de fibras. Tais tratamentos,
como a hidrélise enzimatica, a extrusdo, o peréxido de hidrogénio alcalino, além de
outros, podem ser aplicados separadamente ou de forma associada entre eles.

Como resultado, as fibras modificadas podem ser novas opg¢des de ingredientes com
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aplicacbes mais versateis (FUNG; YUEN; LIONG, 2010; GALDEANO;
GROSSMANN, 2005; GOULD, 1985; KASAI et al., 2004; LI et al., 2012; VONG; LIU,
2019).

Os residuos agricolas tém baixo valor econémico e alto conteudo de
fibras alimentares, principalmente as insoluveis. Os residuos tém sido foco de
investigacbes para transforma-los em ingredientes de elevado valor agregado,
possibilitando aumentar a aplicagao alimentar (FUNG; YUEN; LIONG, 2010).

O okara € o residuo do preparo do extrato de soja e tofu. A partir de 1
kg de soja sédo obtidos de 1,1 a 2,5 kg de okara fresco ou umido (MATEOS-
APARICIO; MATEOS-PEINADO; RUPEREZ, 2010; VONG; LIU, 2016). A
composi¢cdo do okara é relativamente variada, devido aos diferentes processos de
obtencdo, processamento, cultivar de soja etc. No entanto, & rico em fibras
alimentares (42,4 — 58,1 g/100 g de matéria seca), proteinas e lipideos, além de
apresentar funcionalidades tecnoldgicas, como capacidade de intumescimento e de
absorcao e retengdo de agua e oleo, atestadas por pesquisadores ao longo dos
anos (LI; QIAO; LU, 2012; VONG; LIU, 2016).

Com o objetivo de aumentar o conteudo de fibras soluveis do okara e
melhorar suas propriedades tecnofuncionais, para maior aproveitamento do material,
algumas pesquisas reportaram diferentes tratamentos fisicos, quimicos e
enzimaticos como alternativas para modificagdo de suas fibras (CHI, 2011; HUANG
et al., 2015; LI et al., 2012; MATEOS-APARICIO; MATEOS-PEINADO; RUPEREZ,
2010; PEREZ-LOPEZ; MATEOS-APARICIO; RUPEREZ, 2017; VILLANUEVA-
SUAREZ; PEREZ-COZAR; REDONDO-CUENCA, 2013; VONG; LIU, 2019;
ZONGCAI et al., 2007).

Desta forma, o objetivo deste estudo foi modificar o okara por
tratamentos com peréxido de hidrogénio alcalino, hidrélise enzimatica (empregando
uma mistura de carboidrases) e extrusao, de forma individual ou associada, visando
o aumento do conteudo de fibras soluveis e das propriedades de hidratacdo. E
também investigar seus efeitos sobre as propriedades fisicas, quimicas e
tecnofuncionais do okara, para o maior aproveitamento desse residuo como um

ingrediente alimentar.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Modificar o okara por diferentes tratamentos (com solugdo de
peroxido de hidrogénio alcalino, hidrdlise enzimatica, utilizando uma mistura de
carboidrases, e extrusdo), associados ou ndo, para aumentar o conteudo de fibras
soluveis e as propriedades de hidratacdo, além de investigar os efeitos destes
tratamentos sobre a microestrutura, cristalinidade, cor, densidade aparente,
composi¢ao quimica, pH, capacidade de absorgao e retencédo de 6leo, estabilidade

dos solidos em agua e solubilidade proteica em agua e diferentes pHs do okara.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Empregar solucdo de peroxido de hidrogénio alcalino para
modificar o okara, bem como avaliar os efeitos da concentragao do reagente e da
temperatura de reacdo sobre o conteudo de fibras soluveis e as propriedades de
hidratagdo e comparar o okara controle com o modificado otimizado quanto as suas
propriedades fisicas, quimicas e tecnofuncionais;

e Utilizar um complexo multi-enzimatico, composto por
carboidrases, para modificar o okara, e também estudar o efeito de sua
concentracado e da temperatura de reacado sobre o conteudo de fibras soluveis e as
propriedades de hidratagdo e comparar o okara controle com o modificado otimizado
quanto as propriedades fisicas, quimicas e tecnofuncionais;

e Modificar o okara por meio da extrusdo de amostras com
diferentes conteudos de umidade, visando aumentar tanto o conteudo de fibras
soluveis, como as propriedades de hidratacdo, além de caracterizar os extrusados
quanto as propriedades fisicas, quimicas e tecnofuncionais;

e Avaliar o efeito dos tratamentos associados (solugédo de perdxido
de hidrogénio alcalino, hidrélise enzimatica e extrusdo) sobre o conteudo de fibras
soluveis e propriedades de hidratagdo do okara e também sua influéncia sobre as

propriedades fisicas, quimicas e tecnofuncionais do residuo.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Sola

Originaria da China e cultivada ha mais de cinco mil anos, a soja
[Glycine max (L.) Merril] era considerada um grao sagrado e essencial para
civilizagédo. A palavra “soja” teve a sua primeira aparigdo em um dicionario japonés,
publicado em 1597, e provém da palavra japonesa “shoyu” (HYMOWITZ, 2008).

O desenvolvimento em larga escala desta cultura e de seu
processamento industrial comecou nos Estados Unidos entre 1940 e 1950,
estimulado pelo rapido crescimento da demanda de refeicbes proteicas e o6leos
vegetais. Atualmente, os Estados Unidos sdo o maior produtor mundial do gréo e
sua produgao representa aproximadamente um tergco da produgao global, cuja safra
2018/19 foi de 358 milhdes de toneladas (GOLBITZ; JORDAN, 2006; USDA, 2020).

A introdugdo da soja no Brasil ocorreu em 1882, na Bahia. No inicio, a
soja brasileira era utilizada para alimentagdo de suinos, como complemento de
proteinas da dieta a base de outros vegetais, e como fonte de nitrogénio em
adubacao verde. No final da década de 60, o Brasil passou a considerar a soja como
um produto comercial. Dois fatores internos contribuiram para este acontecimento.
Nesta época, o trigo era a principal cultura da regido Sul do pais e a soja uma opg¢ao
de verdo, em sucessao ao trigo. Além disso, a maior produc¢do de suinos e aves
iniciada no Brasil ocasionou a demanda por farelo de soja. Em meados de 1970, o
aumento do precgo da soja no mercado mundial despertou ainda mais interesse dos
agricultores e governo brasileiro. O Brasil se beneficiou de uma vantagem
competitiva em relagdo aos outros paises produtores, o escoamento da safra
brasileira ocorre na entressafra americana, quando os precos atingem as maiores
cotacdes. Desde entdo, o Brasil passou a investir em tecnologia para adaptacao da
cultura as condi¢des brasileiras, liderado pela Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria, o que resultou na “tropicalizagdo” da soja. Esta conquista
revolucionou a histéria mundial da soja (DALL'AGNOL et al., 2007; EMBRAPA,
2019; TRUCOM, 2008). Atualmente, o Brasil € o segundo maior produtor mundial do
grao, com safra 2018/2019 de 117 milhées de toneladas (USDA, 2020), mas com a
expectativa de ultrapassar os Estados Unidos na safra de 2019/2020, tornando-se o

lider de produgéao global.
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Nas ultimas décadas, o evento mais significativo para o crescimento do
cultivo e da industria de processamento da soja ocorreu apdés a sua proteina ter a
funcionalidade de saude reconhecida a partir de evidéncias cientificas em 1999 pelo
Food and Drug Administration (FDA), 6rgdo de controle de alimentos dos Estados
Unidos. Nos roétulos de produtos de soja contendo no minimo 6,25 g da proteina por
porcao foi admitida a seguinte alegagao: “dietas com baixo conteudo de gorduras
saturadas e colesterol e que incluam o consumo diario de 25 g de proteina de soja
podem reduzir os riscos de doencgas cardiacas”. No entanto, em 2017, o FDA propds
a revogacgao da alegagao autorizada em 1999, em decorréncia da inconsistente
relagao entre proteina de soja e doencgas cardiacas, observada em diversos estudos
(USFDA, 2017).

Desde a aprovagao da alegacado da funcionalidade de suas proteinas
em 1999 pelo FDA, inumeras pesquisas foram realizadas por cientistas do mundo
inteiro. Devido a presenca de outros compostos no grdao, como as isoflavonas,
inibidores de protease e fibras, avaliou-se o impacto do consumo de produtos de
soja sobre diversos problemas de saude, entre eles, colesterol alto, doenca
cardiaca, cancer de mama, cancer de prostata, saude dos o0ssos, sintomas da
menopausa, funcao renal e cognitiva, diverticulite e constipacao (HE; CHEN, 2013;
PENHA et al., 2007; SEIBEL; JOSE; SILVERIO, 2018).

O mercado de produtos de soja também sofreu grande crescimento e
ocorreram mudangas do status da soja na dieta de muitos americanos. Mais de 2700
produtos a base de soja foram introduzidos no mercado americano, entre os anos de
2000 e 2007, e a imagem saudavel da soja foi estabelecida entre muitos
consumidores jovens e idosos. Em uma pesquisa, a United Soybean Board (USB)
monitorou, durante anos, a atitude de consumidores frente a soja e os resultados
mostraram que em 1998, 67% dos consumidores consideravam os produtos de soja
como alimentos saudaveis e apos 13 anos, em 2011, esta porcentagem cresceu
para 81% (HE; CHEN, 2013).

A soja se destaca pelo alto conteudo de proteinas (35 — 44%) e
lipideos (15 — 22%), além de apresentar carboidratos, incluindo as fibras (30 — 35%)
e cinzas (4 — 6,6%), sendo que a variagao da composi¢cdo decorre das condi¢des
climaticas, localizagao, variedade, praticas agricolas, dentre outros (HE; CHEN,
2013; SEIBEL et al., 2018b; SEIBEL; JOSE; SILVERIO, 2018).
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Os lipideos da soja apresentam elevado valor comercial, sendo
constituidos por, aproximadamente, 85% de &cidos graxos insaturados. Dos acidos
graxos, o linoleico € o mais abundante (53%), seguido do oleico (22%), palmitico
(12%), linolénico (7%) e estearico (3%). Os acidos linolénico e linoleico sao
considerados essenciais, pois ndo sao sintetizados pelo organismo humano. Além
disso, 0 seu consumo esta associado a diversos beneficios a saude. Por outro lado,
o elevado conteudo de acidos graxos insaturados esta relacionado a instabilidade
oxidativa do 6leo de soja (HE; CHEN, 2013; SEIBEL; JOSE; SILVERIO, 2018).

As proteinas da soja, além de apresentarem propriedade funcional de
saude, como ja mencionado, apresentam fungdes nutritiva e tecnoldgica, além de
elevado valor comercial. O grdo contém todos os aminoacidos essenciais e em
proporcdes adequadas, exceto metionina e cistina, que estdo presentes em baixas
concentragbes. Desta forma, sdo as unicas proteinas vegetais nutricionalmente
quase equivalentes as proteinas animais. Suas proteinas também apresentam
propriedades tecnofuncionais, como capacidade de absorgéo e retengdo de agua e
6leo e propriedades emulsificantes (HE; CHEN, 2013; SEIBEL; JOSE; SILVERIO,
2018).

Os carboidratos da soja podem ser divididos em dois grupos, em nao
estruturais (agucares de baixa massa molecular, oligossacarideos e polissacarideo
de reserva energética) e estruturais (polissacarideos estruturais). Na soja, o primeiro
grupo € constituido por sacarose e tragos de frutose (4 — 5%), rafinose (1 — 2%) e
estaquiose (3,4 — 4,5%). E o segundo é composto por fibras alimentares (celulose,
hemiceluloses e pectina). Os carboidratos deste grao apresentam menor valor
comercial, em relacdo as proteinas e ao o6leo, e sdo mais utilizados como
complemento energético para alimentagdo animal (MIDDELBOS; FAHEY, 2008;
SEIBEL; JOSE; SILVERIO, 2018).

A partir desta leguminosa podem ser obtidos diversos produtos
fermentados, como o miso, shoyu, tempeh e natto, e ndo fermentados, como o tofu e
extrato de soja (GOLBITZ; JORDAN, 2006; HE; CHEN, 2013; SEIBEL, 2018a;
SEIBEL et al., 2018a). No Brasil, o principal produto de soja para consumo direto é o
oleo (SEIBEL et al., 2018b), entretanto, nos ultimos anos, um aumento gradual do
consumo de extrato de soja e outras bebidas a base de extrato foi observado
(SEIBEL, 2018a).
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3.2 EXTRATO DE SOJA E OKARA

O extrato de soja € o produto resultante da extracdo aquosa dos gréos
que, muitas vezes, é relacionado ao leite de vaca devido a aparéncia e composicao
semelhantes. Pode ser utilizado como uma bebida nutritiva ou para o preparo de tofu
(GOLBITZ; JORDAN, 2006; LIU, 2004).

Existem diversos métodos de preparo do extrato de soja, os quais
originam bebidas com diferentes composigdes. Geralmente os extratos sé&o
classificados em tradicional e moderno (LIU, 2008).

O extrato tradicional ainda pode ser subdividido em dois tipos devido
aos diferentes métodos de obtengao, o japonés e o chinés. O “dou jiang”, extrato
produzido pelos chineses, é elaborado por meio da lavagem, maceragao e trituragao
dos graos, filtragdo do homogenato para separar o extrato do residuo (okara),
seguido do tratamento térmico do extrato obtido. Este método pode ser definido
como “moagem a frio”. A diferenga do método japonés para o chinés esta na etapa
de aquecimento, uma vez que no procedimento japonés o homogenato obtido apos
a trituragao é aquecido antes de ser filtrado (Figura 1) (LIU, 1997; LIU, 2008).

No procedimento moderno, o intuito € aumentar o rendimento, melhorar
a qualidade do produto e a aceitabilidade pelos consumidores de diversas culturas e,
principalmente, reduzir o sabor de feijdo cru. O principio basico € semelhante ao
método tradicional chinés, incluindo as etapas de lavagem, trituracédo, separagcao do
okara e aquecimento do extrato. No entanto, os extratos s&o saborizados, adogados
e fortificados com vitaminas e minerais, a fim de enriquecé-los nutricionalmente.
Além disso, sdo utilizadas tecnologias de processamento, como UHT (ultra high
temperature) e embalagens assépticas, estendendo a vida util do produto final (LIU,
2008).

A composi¢gdo quimica do extrato de soja varia entre 8 — 12% de
solidos totais, dos quais, em média, 3,6% sao proteinas, 2,0 — 3,2% sao lipidios, 2,9
— 3,9%, carboidratos e cerca de 0,5% de cinzas, podendo variar de acordo com a

cultivar de soja e as condi¢des de processamento (LIU, 2008).



Figura 1 — Método chinés e japonés para obtencgao de extrato de soja
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Fonte: adaptado de Liu (2008)

Okara € o residuo, ou polpa, obtido apés a moagem dos gréos de soja
e extracdo da fragao soluvel em agua utilizada para producao de tofu ou extrato de
soja (Figura 1). Também é chamado de residuo de soja, residuo do tofu, residuo
fibroso, douzha ou tofuzha (em chinés), tofukazu (japonés), bejee (coreano), dentre
outras denominagdes (GOLBITZ; JORDAN, 2006; LI; QIAO; LU, 2012).

A partir de 1 kg de graos de soja sao obtidos de 1,1 a 2,5 kg de okara
fresco ou umido, sendo que a proporgao de 1:1,1 — 1,2 (kg de soja: kg de okara
fresco ou umido) € a mais reportada na literatura. Anualmente, uma grande
quantidade desse residuo é gerada em diversos paises. No Japao, 800.000
toneladas, na Coreia, 310.000 toneladas e na China, 2.800.000 toneladas sao
originarias da industria de tofu. A maior parte do okara é tratada como residuo ou
possui aplicagdes de baixo valor (MATEOS-APARICIO; MATEOS-PEINADO;
RUPEREZ, 2010; VONG; LIU, 2016). O descarte de residuos da industria alimenticia
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ocasiona perda econdmica e problemas socioambientais e, por esta razéo,
pesquisas que buscam alternativas para o seu aproveitamento e agregacao de valor
tornam-se importantes (VONG; LIU, 2016).

O okara é rico em fibras alimentares, além de conter proteinas e
lipideos (Tabela 1). Parte de outros componentes da soja também permanece no
residuo, como as isoflavonas, vitaminas e minerais. Sua composi¢do pode variar,

dependendo da cultivar de soja e condigbes de processamento (VONG; LIU, 2016).

Tabela 1 — Composicado quimica do okara

Componentes Conteudo (g/100 g de matéria seca)
Fibras alimentares 42,4 — 58,1
Proteinas 15,2 -52,76
Lipideos 8,3 —29,41
Carboidratos 3,8-5,3
Cinzas 2,3—-4,5

Fonte: Li, Qiao e Lu (2012), Pereira e Seibel (2016) e Vong e Liu (2016)

Diversas pesquisas sobre a composicdo quimica, valores nutricionais,
atividades biologicas e o uso potencial do okara tém sido realizadas (LI; QIAO; LU,
2012; VONG; LIU, 2016).

3.3 FIBRAS DA PAREDE CELULAR

Nos vegetais, a parede celular determina o tamanho e a forma da
célula e a textura do tecido, contribui para a forma final de seus 6rgaos e atua na
defesa contra bactérias e fungos patogénicos. Também possui enzimas que
desempenham papéis importantes na absorcido, transporte e secrecdo de
substancias nas plantas (KOBLITZ, 2008; RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2014).

Todos os vegetais apresentam parede celular primaria. A regido onde
ocorre a unidao das paredes primarias de células adjacentes é chamada de lamela
meédia, substancia intercelular formada, principalmente, por substancias pécticas. A
parede celular primaria € constituida por celulose, hemiceluloses, substancias
pécticas, proteinas estruturais, enzimas e agua, podendo conter também lignina. Em
células adultas, a parede sofre espessamento, formando uma parede secundaria,

composta principalmente por celulose (que confere rigidez), lignina e hemiceluloses,
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enquanto proteinas estruturais ou pectinas estdo em menor quantidade ou sao
ausentes (KOBLITZ, 2008; RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2014).

A celulose, principal componente da parede celular dos vegetais, € um
homopolimero linear, constituido por unidades repetidas de glicose, unidas por
ligacdes glicosidicas B (1-4) (Figura 2 — A). Os grupos OH (Figura 2 — B, em azul) se
projetam em ambos os lados das cadeias, formando ligagdes de hidrogénio (linhas
tracejadas) com os grupos OH das cadeias vizinhas, resultando em microfibrilas
formadas por moléculas paralelas de celulose com ligagdes de hidrogénio cruzadas.
Essas areas formadas resultam na cristalinidade da celulose, por isso sao insoluveis
em agua, sendo separadas por regides menos ordenadas, denominadas de amorfas
(BEMILLER; HUBER, 2008; GIUNTINI; MENEZES, 2011; RAVEN; EVERT;
EICHHORN, 2014). Quando as ligagbes de hidrogénio sdo rompidas, por meio de
modificagdes quimica ou fisica, a cristalinidade da celulose é reduzida (FAN; LEE;
BEARDMORE, 1981).

Figura 2 — Estrutura da celulose
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Fonte: adaptado de BeMiller e Huber (2008) e Raven, Evert e Eichhorn (2014)

Na parede celular, as microfibrilas, formadas pelas moléculas de
celulose, estdo imersas em uma matriz contendo outros dois polissacarideos
complexos e ramificados, as hemiceluloses e as pectinas. Na Figura 3, o diagrama
esquematico mostra como as microfibrilas de celulose sao interligadas pelas
hemiceluloses formando uma rede complexa. As hemiceluloses sdo ligadas a
superficie das microfibrilas por ligagées de hidrogénio. A rede formada € permeada
pelas pectinas, altamente hidrofilicas. A lamela mediana, indicada na Figura 3, é rica

em pectina e une as paredes primarias de células adjacentes.
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Figura 3 — Diagrama esquematico: complexa rede de celulose, hemicelulose e

pectina

)~ Pectina
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Fonte: Raven, Evert e Eichhorn (2014)

A hemicelulose é um grupo heterogéneo de polissacarideos
ramificados. Normalmente, contém de 50 a 200 unidades de pentose (xilose e
arabinose), além de hexoses (glicose, galactose, manose, ramnose) e acidos
urénicos, unidos por ligagdes (B (1-4), podendo estar na forma soluvel ou insoluvel.
Sua estrutura principal é formada por um desses monossacarideos especifico, a
partir da qual surgem ramificagdes laterais de cadeias curtas de outros carboidratos.
E classificada pelo agucar predominante na cadeia principal e na ramificagcdo, como
xilana, galactomanana, arabinoxilana e galactosana (GIUNTINI; MENEZES, 2011;
MUDGIL; BARAK, 2013; RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2014).

A estrutura basica da pectina € formada por uma cadeia linear de
acidos galacturénicos unidos por ligagdes a (1-4) (acido poligalacturdnico). Nesta
cadeia podem estar presentes acgucares neutros, principalmente ramnose. A pectina
ainda apresenta cadeias laterais compostas por moléculas de arabinose, galactose e
xilose. Devido as cargas negativas dos acidos galacturbnicos, as pectinas possuem
alta capacidade de hidratagdo e ligagdo com cations bivalentes. As substancias
pécticas sao formadas por duas fragbes interligadas: ramnogalacturonana e
homogalacturonana. A primeira € um heteropolimero com a estrutura principal
constituida por unidades repetidas de acido galacturénico ligado a ramnose e
cadeias laterais de arabinose e galactose e nao interagem com Ca**. A segunda é
um homopolimero formado por unidades de acidos galacturénicos e apresenta
capacidade de ligar Ca**, com importante papel tecnolégico relacionado ao aumento
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da viscosidade e a formagcao de gel. As homogalacturonanas ainda podem ser
divididas em acido péctico ou poligalacturénico, quando os grupos carboxilicos das
unidades de acido galacturénico estao livres, e acido pectinico, quando os grupos
carboxilicos estdo esterificados com metanol. O grau de metoxilagdo da pectina
varia de acordo com a fonte de obtencdo e do método de extracdo (BEMILLER;
HUBER, 2008; DA-SILVA; FRANCO; GOMES, 1997; DHINGRA et al.,, 2012;
GIUNTINI; MENEZES, 2011; RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2014).

A lignina também faz parte da parede celular e da lamela média dos
vegetais, associada as hemiceluloses. E o Gnico componente estrutural que ndo é
um polissacarideo; € um composto fendlico, resultante da polimerizagado de trés
alcoois, p-cumarilico, coniferilico e sinapilico. E constituida por um arranjo irregular
de varias unidades de fenilpropano que pode conter grupos hidroxila e metoxila
como substituintes no grupo fenil. Possui estrutura tridimensional e altamente
ramificada. Confere resisténcia a compressao e rigidez a parede celular (DHINGRA
et al.,, 2012; GIUNTINI; MENEZES, 2011; RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2014;
SALIBA et al., 2001; SILVA et al., 2009).

3.4 FIBRAS ALIMENTARES

Materiais da parede celular vegetal, principalmente celulose, outros
polissacarideos ndo amido e lignina sdo os componentes das fibras alimentares
(BEMILLER; HUBER, 2008). Embora diversas definicbes para “fibra alimentar”
tenham sido propostas nos ultimos 40 anos, em 2008, a comissdo do Codex
Alimentarius estabeleceu a seguinte definicdo: “fibras alimentares s&do compostas
por polimeros de carboidratos com 10 ou mais unidades monomeéricas, as quais nao
sao hidrolisadas pelas enzimas enddégenas no intestino delgado humano”. As
ligninas e/ou outros compostos que estdo associados com os oligo/polissacarideos
da parede celular vegetal (ex.: fragdes proteicas e compostos fendlicos) e que séo
quantificados pelo método gravimétrico 991.43 da AOAC para fibras alimentares,
também estdo incluidos nesta definicdo. No entanto, se estes compostos forem
extraidos ou reintroduzidos em alimentos, ndo podem ser associados a esta
definicdo. Ademais, a decisdo de incluir os oligossacarideos nao digeriveis, com
grau de polimerizagdo de 3 a 9, como fibras alimentares, cabe as autoridades de
cada pais (TOBARUELA et al, 2018; WHO/FAO, 2008, 2009). No Brasil, a
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legislacao vigente da ANVISA (RDC n° 360 de 23 de dezembro de 2003) apresenta
a seguinte descricdo para “fibra alimentar”: “é qualquer material comestivel que néo
seja hidrolisado pelas enzimas endogenas do trato digestivo humano” (BRASIL,
2003).

Desta forma, as fibras alimentares ndo sdo formadas por um grupo
quimico definido, mas por uma combinacdo de substancias quimicamente
heterogéneas. Celulose, hemiceluloses, pectina, gomas, [-glucanas, amido
resistente, oligossacarideos encontrados em leguminosas, como rafinose e
estaquiose, e frutanas, como frutooligossacarideos e inulina, fazem parte dos grupos
das fibras alimentares, podendo ser obtidas a partir de cereais, legumes, vegetais,
frutas e seus subprodutos (Tabela 2) (DHINGRA et al., 2012; PERCEGONI; NUNES;
GOMES, 2015; THARANATHAN; MAHADEVAMMA, 2003).

Apesar de nado serem digeriveis no intestino humano, as fibras
alimentares sao completa ou parcialmente fermentesciveis ao longo do intestino
humano, formando produtos indispensaveis a saude das células do cdlon. Ao longo
do intestino, exercem efeitos fisioldgicos importantes sobre o metabolismo da glicose
e dos lipidios e a biodisponibilidade de alguns minerais. Possuem mecanismos de
protecado contra diversas condigdes clinicas do trato digestivo, como constipacgao,
hemorroidas, cancer de coélon, diverticulite etc., e agdo no controle de obesidade,
diabetes e doencas cardiovasculares, na composi¢cao da microbiota intestinal e na
integridade funcional do trato gastrintestinal (PERCEGONI; NUNES; GOMES, 2015).

Além disso, apresentam propriedades tecnofuncionais, como
capacidade de retengcdo de agua e oleo, formacdo de emulsdo e de gel, dentre
outras, as quais permitem sua incorporagao no preparo de produtos alimentares,
modificando as propriedades de textura, evitam a sinerese, estabilizam emulsdes e
melhoram a vida util dos alimentos (ELLEUCH et al., 2011; MUDGIL; BARAK, 2013;
PERCEGONI; NUNES; GOMES, 2015).

As fibras alimentares podem ser categorizadas pela sua fonte,
solubilidade, fermentabilidade ou pelos efeitos fisiolégicos. No entanto, sé&o
classificadas amplamente pela sua solubilidade em agua, podendo ser soluveis ou
insoluveis (THARANATHAN; MAHADEVAMMA, 2003).
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Tabela 2 — Conteudo de fibras alimentares em diferentes alimentos e subprodutos

(base seca)

Fonte de fibras

Fibras alimentares (%)

Alga arame’ 74,6

Alga nori' 34,7

Arroz branco polido? 2,87

Arroz integral? 11,76
Bainhas foliares de palmeira real’ 70,85
Bagacgo de maga'’ 78,2 -89,8
Casca de gergelim’ 31,64 — 42
Casca de laranja’ 64,3
Casca de limao’ 66,7 — 70,4
Casca de uva' 442 - 62,6
Concentrado de fibra de laranja’ 36,9
Concentrado de fibra de manga'’ 28,05
Concentrado de fibra de péssego’ 30,7
Concentrado de fibras de tamara’ 88-924
Farelo de arroz’ 27,04
Farelo de milho! 87,86
Farelo de trigo’ 44,46
Fibras de cotilédones de soja3 59,4
Okara*® 40,18 — 58,1
Grao de soja® 24,4
Subproduto de aspargo’ 62—-77

Fonte: Elleuch et al. (2011)", Li, Qiao e Lu (2012)*, Redondo-Cuenca, Villanueva-Suarez e
Mateos-Aparicio (2008)°, Seibel e Beléia (2009a)?, Walter, Marchzam e Avila (2008)? e
Yoshida et al. (2014)°

As fibras insoluveis provém da parede celular vegetal que é formada
por uma matriz complexa de celulose, lignina e hemiceluloses, encontradas em
diversas fontes alimentares, como esta apresentado na Tabela 3. As fibras
insolUveis ainda podem ser consideradas nao viscosas e nao/pouco fermentesciveis.
A viscosidade afeta as fungbes da porgao superior do trato digestivo e a
fermentabilidade, na porc¢ao inferior no intestino grosso (PERCEGONI; NUNES;
GOMES, 2015; THARANATHAN; MAHADEVAMMA, 2003).

Em relagdo aos beneficios a saude, o consumo especifico de fibras
insoluveis leva ao aumento do volume do bolo fecal e a redugcdo do tempo de
transito intestinal, os quais diminuem a interacdo entre a mucosa intestinal e os
potenciais metabdlitos carcinogénicos presentes nas fezes. Algumas fibras
insoluveis sdo substratos de fermentacdo, o que altera a atividade da microbiota
intestinal e modifica ou reduz a produgédo de mutagénicos (ADLERCREUTZ et al.,
1987; PERCEGONI; NUNES; GOMES, 2015; PORFIRIO; HENRIQUE; REIS, 2014;
THARANATHAN; MAHADEVAMMA, 2003).
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Do ponto de vista tecnologico e sensorial, a incorporacdo de fibras
insoluveis em algumas formulagdes de alimentos pode causar mudancas
desagradaveis no produto final, particularmente, no sabor, textura e sensagéo na
boca (cavidade oral), as quais tém sido minimizadas por meio de modificagbes
quimicas, fisicas e enzimaticas dos polissacarideos (THARANATHAN;
MAHADEVAMMA, 2003; THOMPSON, 2000).

Tabela 3 — Conteudo de fibras soluveis e insoluveis em diferentes alimentos (base

seca)
Fonte de fibras Fibras soluveis (%) Fibras insoluveis (%)
Subprodutos de frutas processadas
Polpa de laranja’ 13,28 54,19
Polpa de limao' 31,81 41,86
Concentrado de fibras de tamara’ 6,7 83
Frutas
Maca' 5,8 7,5
Laranja’ 9,8 5,2
Péssego’ 7.1 6,4
Tomate' 7.4 11,4
Tamara' 5,16 — 6,68 9,19-117
Legumes
Cenoura’ 14,9 11,1
Batata’ 2,12 4,97
Cereais/Leguminosas
Arroz integral? 2,82 8,93
Arroz branco polido? 1,82 1,05
Aveia' 4,21 5,66
Grao de Soja® 3,5 20,86
Feijao* 3,29 — 6,29 16,61 — 20,40

Fonte: Elleuch et al. (2011)', Ramirez-Cardenasi, Leonel e Costa (2008)*, Redondo-
Cuenca, Villanueva-Suarez e Mateos-Aparicio (2008)3 e Walter, Marchzam e Avila (2008)?

As fibras soluveis sdo compostas por pectina, algumas hemiceluloses,
gomas, B-glucanas, frutooligossacarideos e amido resistente, sendo, a maior parte,
polimeros de cadeia longa que se dissolvem ou dispersam formando gel na
presenca de agua. Do ponto de vista tecnologico, séo utilizadas como estabilizantes
de emulsdes, na suspensdao de particulas, no controle de cristalizacdo, no
encapsulamento e na formacdo de fiimes (THARANATHAN; MAHADEVAMMA,
2003; THOMPSON, 2000; WANG; YUAN; YUE, 2015).

As fibras soluveis possuem ainda mais beneficios a saude do que as
insoluveis. No trato gastrintestinal, retardam o esvaziamento gastrico e o tempo de

transito intestinal. Ao formarem gel no intestino, as fibras soluveis desaceleram o
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ritmo de absorcdo de glicose e colesterol. Sdo substratos para fermentagao
bacteriana que resultam na formagdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC).
Estes AGCC sao responsaveis por regular a proliferagéo epitelial e diferenciagao da
mucosa coldnica, aumentar o fluxo sanguineo e produgdo de muco, constituir fonte
energética preferencial para os colonécitos, reduzir o pH no célon, promovendo o
crescimento de bactérias benéficas, estimular a absorgao de sodio e agua e exercer
efeito sobre o metabolismo lipidico e glicidico e estimular a secregdo pancreatica e
de outros horménios (CATALANI et al.,, 2003; MATEOS-APARICIO; MATEOS-
PEINADO; RUPEREZ, 2010; THARANATHAN; MAHADEVAMMA, 2003; ZONGCAI
et al., 2007).

As fibras soluveis podem ser encontradas, principalmente, em frutas,
verduras e cereais, como aveia, e em leguminosas, como o feijio (Tabela 3). E
desejavel que o consumo de fibras alimentares seja de, aproximadamente, 30% de
fibras soluveis (MATEOS-APARICIO; MATEOS-PEINADO; RUPEREZ, 2010).
Devido as diferentes proporg¢des de fibras soluveis e fibras insoluveis nos alimentos
(Tabela 3), é importante variar suas fontes durante a alimentagdo (MUDGIL; BARAK,
2013).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomenda o consumo diario
de fibras alimentares de 12,5 g/1000 kcal ou 25 g por dia e o Ministério da Saude no
Brasil também adotou esse nivel para a populagdo brasileira (BRASIL, 2008; WHO,
2003). Apesar da importancia da ingestao de fibras alimentares, como parte de uma
dieta saudavel, o seu consumo no Brasil esta aquém do valor recomendado.
Enquanto a populagdo norte-americana consome 16 g/dia e a belga, 18 g/dia
(SARDINHA et al., 2014).

Com base nos dados da Pesquisa de Orcamentos Familiares entre os
anos de 2008 e 2009, Sardinha et al. (2014) estimaram a disponibilidade domiciliar
de fibras no Brasil e identificaram suas fontes alimentares, associando-os com a
renda, regido e area (rural ou urbana) das familias. A média do consumo individual
de fibras foi de 7,6 g/1000 kcal. As maiores disponibilidade (g/dia) e densidade
(g/1000 kcal) de fibras na alimentagdo domeéstica foram observadas nas casas
situadas nas zonas rurais e entre as familias com menor renda. Os alimentos que
mais contribuiram para o consumo de fibras alimentares foram feijao (36,9% de
fibras totais), seguido do arroz (9,8%), pao (9,3%), vegetais (7,8%), frutas (7,7%) e

farinha de mandioca (5,5%). Os resultados ainda indicaram que as familias com as
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maiores rendas consomem mais frutas e vegetais, como fonte de fibras, ao passo
que o consumo de feijao, legumes, graos e seus derivados € menor para esses
grupos.

Uma vez que as fibras desempenham um papel preventivo para
diversas doencas cronicas e o seu consumo pela populagao brasileira é inadequado,
Sardinha et al. (2014) concluiram que deveria haver politicas publicas de incentivo

ao consumo de alimentos rico em fibras, como feijdes, frutas e hortali¢as.

3.5 FIBRAS DE OKARA E SUAS PROPRIEDADES TECNOFUNCIONAIS

Embora a moagem dos grdos de soja provoque dano mecéanico de
parte das células, cuja ruptura da parede celular expde os componentes
intracelulares do interior da célula para o meio aquoso, as fibras alimentares, que
sdo compostos da parede celular, permanecem intactas (CATALANI et al., 2003;
PREECE et al., 2015), sendo os constituintes em maior propor¢ao no okara (Tabela
1). Como a maioria dos residuos vegetais da industria, ele é rico em fibras insoluveis

e possui baixo conteudo de fibras soluveis, conforme apresentado na Tabela 4.

Tabela 4 — Conteudo de fibras do okara (g/100 g de matéria seca)

. . Fibras Fibras A ww
Fibras soluveis . . , Referéncias
insoluveis alimentares

1,4 58,9 60,2 Figueiredo et al. (2018)*

2,30 45,88 48,18 Li et al. (2012)

1,91 55,63 58,60 Lu, Liu e Li (2013)

4,2 50,1 54,3 Mateos-Aparicio et al.
(2010)

2,08 43,65 4573 Mateos-Aparicio, Mateos-
Peinado e Rupérez (2010)*

4,71 50,77 55,48 Redondo-Cuenca,

Villanueva-Suarez e
Mateos-Aparicio (2008)
2,78 37,40 40,18 Yoshida et al. (2014)

*okara desengordurado.
Fonte: proprio autor com base em diferentes referéncias (**)

As fibras insoluveis do okara sio constituidas principalmente por
celulose, hemiceluloses e lignina e as soluveis por pectina e algumas hemiceluloses
(LU; LIU; LI, 2013; MATEOS-APARICIO; REDONDO-CUENCA; VILLANUEVA-
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SUAREZ, 2010; REDONDO-CUENCA; VILLANUEVA-SUAREZ; MATEOS-
APARICIO, 2008).

Funcionalidade tecnolégica alimentar € qualquer propriedade de um
sistema ou ingrediente alimentar, a exce¢do de nutricional e saude, que afeta a
utilizagao (processamento, armazenamento, preparo e consumo) e aceitagao do
produto (caracteristicas sensoriais, como textura) (DAMODARAN, 2008).

Diversos estudos reportaram que o okara, em suas diferentes formas,
farinha, farinha desengordurada ou suas fibras e proteinas extraidas, apresentam
funcionalidade tecnoldégica ou propriedades tecnofuncionais de interesse para o
emprego em formulag¢des alimenticias, como capacidade de absorcéo e retencao de
Oleo e propriedades emulsificantes e espumantes e, principalmente, de hidratacio.
Além disso, devido aos elevados teores de proteinas e fibras, o okara pode ser
utiizado em formulagdes alimenticias pelo seu aporte nutricional e para o
enriquecimento de fibras (CHAN; MA, 1999; FUNG; YUEN; LIONG, 2010; MATEOS-
APARICIO; MATEOS-PEINADO; RUPEREZ, 2010; VISHWANATHAN et al., 2011;
YOSHIDA et al., 2014).

A funcionalidade do okara se deve aos seus componentes majoritarios,
fibras e proteinas. As propriedades de hidratacdo podem ser determinadas pela
capacidade de absorgédo e retengdo de agua e capacidade de intumescimento. A
primeira propriedade é quantificada pela quantidade de agua embebida e retida na
matriz de moléculas, geralmente, macromoléculas, sem que ocorra a exsudacgao,
ap6s a acao de uma forga centrifuga. As moléculas de agua se ligam a diversos
grupos hidrofilicos tanto das proteinas, quanto das fibras. No caso das fibras,
participam desta propriedade os grupos hidroxilas livres dos polissacarideos,
enquanto as ligacdes intra e intermoleculares possuem efeito oposto. A hidratagcao
das fibras ocorre por adsorgao na superficie das macromoléculas e por incorporagao
as regides intersticiais da matriz fibrosa. Portanto, a estrutura fisica da matriz é o
fator mais importante para esta propriedade (AUFFRET et al., 1994; DAMODARAN,
2008; ELLEUCH et al., 2011; KAY, 1982).

Ja o intumescimento ocorre por meio da fixagdo espontanea da agua
pela matriz macromolecular. Esta propriedade esta relacionada ao fenbmeno de
difusdo induzido pela afinidade das moléculas do material pelas moléculas do fluido.
Conforme o liquido interativo entra em contato com a molécula, ocorre um

mecanismo do tipo “abertura de fibrilas”, assumindo uma forma porosa. Quando o
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intumescimento se inicia, mais grupos hidroxilas se tornam acessiveis para
acomodar mais liquido, abrindo ainda mais a estrutura e resultando em maior
intumescimento. Os grupos hidroxilas da regido amorfa se tornam disponiveis,
enquanto que das regides cristalinas permanecem inacessiveis (AUFFRET et al.,
1994; ELLEUCH et al., 2011; QIAN; DING, 1996).

As propriedades fisico-quimicas das fibras e proteinas, como seu
tamanho, forma, flexibilidade molecular, configuragéo, estrutura fisica, composicao,
caracteristicas de superficie da molécula, capacidade de interagir com outros
compostos, dentre outros, determinam a sua funcionalidade tecnoldgica. Fatores
extrinsecos, relacionados ao meio em que estdo, como temperatura, pH e forca
ibnica, também influenciam estas propriedades. As propriedades de hidratacao
destas macromoléculas estdo associadas a suculéncia e maciez de produtos
carneos e a textura de paes (CHO; DEVRIES; PROSKY, 1997; DAMODARAN, 2008;
ELLEUCH et al., 2011).

Diversas pesquisas propuseram o aproveitamento do okara em
formulagdes alimenticias, principalmente, em produtos carneos e panificaveis, como
substituto parcial/total de diversos ingredientes, como farinha de trigo e outros
ingredientes a base de soja mais comumente utilizados, como a proteina texturizada
de soja (GRIZOTTO et al., 2010, 2012; GUIMARAES et al., 2018; LU; LIU; LI, 2013;
PARK; CHOI; KIM, 2015; SEIBEL, 2018a; YOSHIDA et al., 2014). No entanto,
tratamentos fisicos, quimicos e enzimaticos tém sido estudados para alterar,
positivamente, as propriedades fisico-quimicas do okara e, assim, melhorar a
funcionalidade tecnoldgica e a aceitagdo de produtos a base deste residuo (LI;
QIAO; LU, 2012).

3.6 TRATAMENTOS PARA MODIFICACAO DE FIBRAS

Devido aos diversos beneficios que o consumo de fibras promove a
saude, os alimentos contendo estes componentes tém ganhado mais popularidade.
No entanto, devido a cristalinidade da celulose e da intima associacdo entre a
celulose, hemicelulose e lignina, sua aplicagdo tecnologica € frequentemente
associada as propriedades sensoriais indesejaveis, principalmente as inerentes a

textura, granulosa e grosseira, possuindo pobre funcionalidade tecnoldégica, bem
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como a perda do volume de produto (FUNG; YUEN; LIONG, 2010; GALDEANO;
GROSSMANN, 2005; GOULD, 1985).

Diante disso, pesquisadores tém buscado a aplicacdo de diferentes
tratamentos, associados ou ndo, para modificacdo das fibras, os quais podem
ocasionar a solubilizagdo da lignina e reduzir a cristalinidade da celulose. Essas
modificagdes resultam na exploragcdo de novas fungbes do material, devido ao
aumento das propriedades de hidratagdo, melhorando, consequentemente, as
caracteristicas sensoriais, principalmente, em relagcdo a sensacao tatil na boca, e ao
aumento de fibras soluveis, que possuem mais beneficios a saude em comparacgéao
as fibras insoluveis (FUNG; YUEN; LIONG, 2010; GALDEANO; GROSSMANN,
2005; GOULD, 1985; KASAI et al., 2004; LI et al., 2012; PEREZ-LOPEZ; MATEOS-
APARICIO; RUPEREZ, 2017). Além disso, as fibras modificadas podem conferir
efeito prebidtico, devido ao aumento da fragao soluvel como resultado da conversao
de fibras insoluveis para soluveis (HUANG et al.,, 2015; MATEOS-APARICIO;
MATEOS-PEINADO; RUPEREZ, 2010).

A literatura aborda a extrusdo, a hidrélise enzimatica, tratamentos por
alta pressao hidrostatica e com solugao de peroxido de hidrogénio alcalino etc.,
como métodos para modificagdo de fibras, objetivando, principalmente, o aumento
de fibras soluveis e a melhora das propriedades tecnofuncionais de diversos
subprodutos da industria, como casca de aveia, farelo de arroz, farelo de trigo, fibras
de milho e okara (CHEN et al., 2014; GALDEANO; GROSSMANN, 2005; GAJULA et
al., 2008; HUANG et al., 2015; LI et al.,, 2012; MATEOS-APARICIO; MATEOS-
PEINADO; RUPEREZ, 2010; PEREZ-LOPEZ; MATEOS-APARICIO; RUPEREZ,
2017; SINGKHORNART; LEE; RYU, 2013; VILLANUEVA-SUAREZ; PEREZ-
COZAR; REDONDO-CUENCA, 2013; VONG; LIM; LIU, 2017; VONG; LIU, 2019).

3.6.1 Peroxido de Hidrogénio Alcalino

O peréxido de hidrogénio desempenha um papel importante na
solubilizagdo da lignina de residuos agroindustriais. O processo é altamente
dependente do pH alcalino (= 11,5) para que ocorra a reagado de dissociagdo do
H202. Em meio alcalino, ocorre a formagao do anion hidroperéxido (HOO"), principal
espécie ativa no peroxido. Devido a instabilidade do perdxido neste meio, ele se

decompde em radicais hidroxil (OH) e superoxido (-O2), os quais sdo responsaveis
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pela oxidagao da lignina. Em razao da lignina estar associada as hemiceluloses, elas
também podem ser degradadas parcialmente. A cristalinidade da celulose também
pode ser reduzida, por meio da ruptura das ligagdes de hidrogénio intra e
intermoleculares (FANG et al., 1999; GALDEANO; GROSSMANN, 2005; GOULD;
FREER, 1984; PAN; BOLTON; LEARY, 1988; SUN et al., 2004).

Além das fibras, as proteinas também podem sofrer alteragdo com este
tratamento, pois, uma vez que o peroxido de hidrogénio alcalino provoca a ruptura
da parede celular, pode ocorrer um aumento da exposi¢cao de moléculas, como as
proteinas, localizadas no interior da célula, melhorando/aumentando sua
extracao/solubilidade (PREECE et al., 2015). Ademais, as proteinas também séao
suscetiveis a oxidagédo pelo peréxido de hidrogénio, podendo acarretar alteragdes
estruturais.

Desta forma, o material modificado pode apresentar menor teor de
fibras insoluveis e maior de fibras soluveis, como resultado da ruptura da cadeia
polissacaridica, e melhores propriedades de hidratagdo, devido a maior porosidade
do material, o que facilita a penetracéo de agua.

Galdeano e Grossmann (2005) observaram aumento das propriedades
de hidratacdo de cascas de aveia mediante tratamento quimico com solugdo de
peréxido de hidrogénio alcalino associado a extrusdo. Obtiveram um incremento de
70% da capacidade de retengao de agua e 55% do volume de intumescimento, apos
a modificagdo. Esses valores sugerem que as particulas do material tratado
apresentaram maior porosidade superficial e estrutura interna mais aberta, o que
facilita a entrada de agua. Ainda, foi observado que o tratamento quimico isolado
resultou em material com maiores incrementos na capacidade de retengdo de agua
e volume de intumescimento das fibras de cascas de aveia do que a extrusao.

Galdeano e Grossmann (2006) confirmaram a eficiéncia do tratamento
de cascas de aveia com perdxido de hidrogénio associado a extrusao em estudo
subsequente, no qual o material modificado foi empregado como ingrediente na
formulacdo de biscoito tipo cookie. Notaram que o biscoito contendo as fibras
tratadas ndo apresentou textura arenosa, além de ter a preferéncia sensorial em
relagao ao biscoito contendo as fibras nativas.

Pierce et al. (2016) utilizaram peréxido de hidrogénio para obtencao de

polissacarideos da soja soluveis em agua. O emprego de 3% de H202 (em relagéo a



36

massa de polissacarideos), pH 7 a 121 °C por 60 minutos resultou na solubilizagédo
de 60% dos polissacarideos.

Ao modificarem borra de café, Vilela et al. (2016) obtiveram redug¢ao no
teor de fibras soluveis quando utilizaram peréxido de hidrogénio a 20 e 25% em
temperatura ambiente por 18 horas, mas com um incremento de 42 e 55% da
capacidade de retencdo de agua e de 13 e 11 % do volume de intumescimento,
respectivamente. O teor de fibras soluveis somente aumentou quando foram
empregadas concentragdes do reagente a 5 — 15%, enquanto o volume de
intumescimento nao foi alterado e a capacidade de retengao de agua aumentou de
23 a 45% em relacdo ao controle. Ressalta-se que o material foi lavado apds a
modificagdo, o que pode ter resultado na lixiviagao parcial das fibras soluveis.

Maani et al. (2017) estudaram a acdo do perdxido de hidrogénio em
diferentes concentragdes (1 a 7%) e pH (10,5 a 12,5) para modificagao de farelo de
arroz. Em pH mais elevado (12,5), a capacidade de retencédo de agua do subproduto
aumentou, independente da concentragdo de H202 empregada.

O uso de perdéxido de hidrogénio para modificacdo das fibras e
proteinas de okara nao esta relatado na literatura, apenas sua fungdo como agente
branqueador (LI; QIAO; LU, 2012).

3.6.2 Hidrélise Enzimatica

A hidrélise enzimatica de materiais lignocelulésicos também € um
processo muito estudado para modificacdo de fibras por apresentar vantagens,
como o controle de processo, a especificidade da reagdo, a auséncia de reacdes
secundarias, a auséncia de formacao de produtos secundarios, além de ocorrer em
condi¢des brandas, onde altas temperaturas e pressdes e ambientes corrosivos para
os equipamentos néo fazem parte do processo (PINHEIRO, 2008; SANTOS et al.,
2012).

Tratamentos fisicos ou quimicos prévios a hidrélise enzimatica
provocam a fragmentagc&o da matriz, formada por hemicelulose e a lignina, ao redor
da celulose, aumentando o acesso da enzima a celulose, como apresentado na
Figura 4 (KUMAR et al., 2009; SANTOS et al., 2012).
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Figura 4 — Estrutura de materiais lignocelulésicos antes e apdos pré-tratamentos

quimicos ou fisicos

Lignina

Celulose

Regido amorfa {

Regido cristalina

Fonte: adaptado de Santos et al. (2012)

O mecanismo da acido das carboidrases na modificacdo de fibras
visando o aumento de fibras soluveis se baseia na ruptura das ligagdes glicosidicas
entre monossacarideos formadores de oligossacarideos ou polissacarideos,
produzindo moléculas pequenas soluveis (HUANG et al., 2015).

Kasai et al. (2004) mostraram que o tratamento prévio por
autoclavagem foi efetivo para aumentar a hidrdlise, pela enzima celulase, dos
polissacarideos da parede celular primaria presente no okara. Entretanto, apds estes
procedimentos foi identificado, por meio de microscopia, que ainda existia um
material que n&o foi digerido pela enzima, a parede celular secundaria, composta
por acidos galacturénicos, agucares neutros e proteinas. Apdés empregar diversas
enzimas (glucanases, pectinases, hemicelulases, protopectinases e proteases) para
digestdo da parede secundaria, os autores observaram que apenas as pectinases
resultavam em solubilizagédo satisfatéria.

Seibel e Beléia (2009b) notaram que o emprego do complexo multi-
enzimatico Viscozyme® L, na proporgdo de 200 pL/g de amostra, a 30 °C por 12
horas, em fibras de cotilédones de soja, original (59,4% de fibras totais) e
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micronizada (62,5% de fibras totais), ocasionou a maxima solubilizagdo dos
carboidratos (68% na fibra original e 70% na fibra micronizada).

Ainda no mesmo estudo, Seibel e Beléia (2009b) observaram que as
propriedades tecnofuncionais das particulas da fracdo sodlida, resultantes da
hidrdlise, foram alteradas apés o tratamento. O volume de intumescimento aumentou
e a capacidade de absorgdo de agua diminuiu, provavelmente devido as mudangas
na estrutura molecular ocorridas durante o tratamento, apesar de nao ter ocorrido
alteracdo na capacidade de absorcao de dleo.

Antes de preparar o tofu, Rosset, Prudencio e Beléia (2012)
empregaram o complexo multi-enzimatico de carboidrases Viscozyme® L para
hidrolisar os carboidratos insoluveis presentes no homogenato de soja nas seguintes
condigbes: 55 °C, 30 min, 30 FBG/10 g de solidos em pH natural da suspenséo,
6,69. Sendo que, 1 FBG é quantidade de enzima necessaria, sob condigbes padrdes
(30 °C, pH 5,0 e 30 min de reagao), para hidrolisar B-glucanas de cevada em
carboidratos redutores, correspondendo a 1 ymol de glicose/min. O tofu preparado
com o homogenato tratado apresentou conteudo de agucares redutores quatro
vezes maior e reducdo de 12% do teor de rafinose, em relagdo ao tofu controle,
sendo um fator benéfico, segundo os autores, uma vez que este oligossacarideo
causa flatuléncia. Além disso, o tratamento enzimatico ocasionou a liberacdo de
compostos fendlicos resultando em um aumento da atividade antioxidante do tofu.

Singkhornart, Lee e Ryu (2013) avaliaram o efeito dos pré-tratamentos
acido/alcalino e extrusao (associados ou nao) e posterior hidrélise enzimatica pela
enzima celulase (Celluclast® 1.5 L), complexo multi-enzimatico de carboidrases
(Viscozyme® L) e xilanases (Pentopan Mono BG®) para obtengdo de agucares
redutores e arabinoxilanas soluveis de fibras de milho. Os resultados mostraram
que, dentre os tratamentos estudados, a extrusao foi o mais eficiente para dispersao
e reducdo do tamanho de particula da estrutura lignoceluldsica. A extrusao
combinada com o tratamento acido ocasionou aumento na degradagao enzimatica
posterior da celulose a acucares redutores. Ja a extrusdo e o tratamento alcalino
antes da hidrélise enzimatica foram eficientes para aumentar o conteudo de
arabinoxilanas.

Villanueva-Suarez, @ Pérez-Cézar e  Redondo-Cuenca (2013)
modificaram o okara com a enzima Ultraflo® L (B-glucanase e xilanase), o que

resultou em diferentes propriedades fisico-quimicas do residuo. A densidade
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diminuiu apés o tratamento, de 0,91 g/mL para 0,53 g/mL, e a area superficial da
particula tornou-se maior, assim, melhoraram a capacidade de retengao de agua, de
8,33 g/g para 10,76 g/g, o volume de intumescimento, de 9,44 mL/g para 13,85 g/g,
e a capacidade de retengdo de Oleo do okara, de 0,27 g/g para 6,94 g/g. A
fermentabilidade in vitro, utilizando Bifidobacterium bifidus, também foi estudada. A
producao de acidos graxos de cadeia curta foi maior no okara modificado, devido ao
maior conteudo de fibras soluveis desta amostra em relacdo ao controle,
apresentando, portanto, maior efeito bifidogénico.

Pérez-Lopez, Mateos-Aparicio e Rupérez (2017) modificaram o okara
empregando a tecnologia de alta pressao hidrostatica, além do uso simultaneo do
complexo multi-enzimatico de carboidrases Viscozyme® L para maximizar o
conteudo de fibras soluveis. O emprego de 600 Mpa de pressao, 0,025% do
complexo enzimatico e 30 minutos de tratamento resultou no aumento de 2,5 vezes
em relagao ao teor inicial.

Vong e Liu (2019) obtiveram um incremento de 128% de fibras soluveis
de okara, utilizando o complexo multi-enzimatico Viscozyme® L (3% de enzima, a 50
°C por trés horas). Os resultados mostraram que as fibras insoluveis foram

convertidas a fibras soluveis e agucares simples.

3.6.3 Extrusao

A extrusao é um processo continuo, de alta temperatura e curto tempo
que, por combinacdo de calor, pressao e atrito mecanico, modifica uma grande
variedade de ingredientes crus em produtos intermediarios ou finais. Apresenta alta
produtividade e versatilidade e auséncia de efluentes (STEEL et al., 2012).

O extrusor € composto por um ou dois parafusos giratérios acoplados
dentro de um cilindro (canhao), com zonas de aquecimento e um cabegote com uma
matriz. A matéria-prima é alimentada no cilindro e o parafuso, ao girar, conduz o
produto em direcdo a matriz, submetendo o material a alta temperatura, pressao e
forgas de cisalhamento (FELLOWS, 2006; SPOTTI; CAMPANELLA, 2017; STEEL et
al., 2012).

Dentre as modificagdes alcangadas por este tratamento, diversos
pesquisadores relataram que a composicdo quimica das fibras alimentares pode ser

alterada, podendo ocorrer transformacao de fibras insoluveis para soluveis como
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resultado da quebra das ligagbes covalentes e ndo covalentes dos polissacarideos e
entre os carboidratos e proteinas associados as fibras, liberando fragmentos mais
soluveis, além do aumento de fibras totais, embora alguns estudos n&o tenham
observado tal aumento. Além disso, a extrusdo pode melhorar as propriedades de
hidratagdo, devido as alteragdes estruturais das fibras (GAJULA et al.,, 2008;
GALDEANO; GROSSMANN, 2005; LI et al., 2012; SPOTTI; CAMPANELLA, 2017).
A intensidade com que estas alteragdes ocorrem € dependente das caracteristicas
do material, como composi¢cao quimica e umidade da amostra, e das condicbes
operacionais da extrusdao, como velocidade da rosca, temperatura, presséo e
caracteristicas gerais do equipamento. As condigdes deste tratamento devem ser
controladas para evitar um rompimento excessivo da estrutura da fibra, o que
causaria um efeito contrario ao esperado, de redugdo das propriedades de
hidratacdo, uma vez que a fragmentacao da matriz fibrosa pode reduzir o espago
intersticial e destruir a estrutura que interage com a agua (CHEN et al.,, 2014;
GALDEANO; GROSSMANN, 2005; HONCU et al., 2016; STEEL et al., 2012).

Com o objetivo de determinar os efeitos da extrusdo na composicéo
quimica e na digestao hidrolitica e fermentativa in vitro de diferentes ingredientes,
Dust et al. (2004) verificaram que o conteudo de fibras soluveis aumentou cerca de
35% em cascas de soja, sob condigao mais drastica do tratamento (maior energia
mecanica especifica, 145 — 613 kd/kg). No entanto, sob condigbes mais amenas
(menor energia mecénica especifica, 75 — 329 e 93 — 383 kJ/kg), ndo houve
alteracao no teor destas fibras.

Gajula et al. (2008) avaliaram o efeito da extrusao sobre o tipo de fibras
da farinha de trigo substituida por 0, 10, 20 e 30% de farelo de trigo. Notaram um
aumento de 22 a 73% do conteudo de fibras soluveis e reducido de 24 a 37% das
fibras insoluveis apds a extrusdo, dependendo do conteudo de farelo empregado.
Segundo os autores, o tratamento termomecanico promoveu a conversao de parte
das fibras insoluveis para soluveis e, possivelmente, a acucares, devido a
fragmentagdo ou a decomposi¢cao termomecanica da celulose e lignina, principais
componentes das fibras insoluveis. Contudo, quando os pesquisadores empregaram
os materiais extrusados em formulagcdes de cookies e tortilhas mexicanas, obtiveram
menor aceitacdo sensorial dos produtos, quando comparado aos produtos com as
farinhas nao extrusadas. Segundo os autores, ao mesmo tempo em que a extrusédo

pode melhorar as propriedades funcionais, também degrada proteinas e amidos do
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material acarretando a deterioracdo da qualidade geral dos ingredientes e
consequentemente dos alimentos.

A aplicagdo da extrusdao como pré-tratamento na modificagao alcalina
para conversao de fibras insoluveis em soluveis resulta em melhor rendimento.
Inicialmente, Chi (2011) comparou duas amostras de okara, uma tratada com
solugdo de NaOH e outra previamente extrusada e, posteriormente, tratada com a
mesma solucdo. A amostra pré-tratada apresentou rendimento 2,6 vezes maior em
relagcdo a amostra tratada apenas com a solugéo alcalina. Em seguida, as condi¢des
de tratamento alcalino do okara foram otimizadas, por meio do estudo de diferentes
concentracbes de NaOH, proporgdes de liquido:sdélido, temperatura e tempo. A
pesquisa mostrou que empregando-se propor¢ao de liquido:sdlido de 26:1, 89 °C e
1,12% NaOH por 68 minutos, o rendimento de fibras soluveis do okara extrusado
apresentou a melhor resposta, quase 3,4 vezes maior que a amostra tratada apenas
com a NaOH.

Li et al. (2012) propuseram a introducdo de reagente de producgdo de
CO2 (mistura de NaHCO3 e CsHsO7) na amostra para extrusdo e assim alcangou
maior pressao durante o processo, para resultar em aumento das fibras soluveis de
okara. Os autores otimizaram as condigdes operacionais da extrusdo, variando a
temperatura da ultima zona de aquecimento (150, 160 e 170 °C), mantendo-se fixas
a temperatura das trés primeiras zonas (50, 70, 110 °C para todos os tratamentos), a
velocidade de rosca (180, 190 e 200 rpm) e a umidade da amostra (30, 35 e 40%). A
condicdo otimizada, de maior temperatura e velocidade da rosca e umidade
moderada, elevou o conteudo de fibras soluveis do okara extrusado na presencga do
reagente de producdo de CO2 (35 g/100 g) de 2,30% (controle) para 21,35%.
Enquanto a amostra extrusada, sem o uso dos reagentes, apresentou 4,67% de
fibras soluveis.

Ainda no mesmo estudo, Li et al. (2012) observaram que a capacidade
de retencdo de agua do okara apresentou aumento significativo (36%) apds a
extrusdo somente sem a presenga do reagente de producdo de COz2, enquanto que
a capacidade de retencdo de 6leo e volume de intumescimento aumentaram em
ambas as amostras, sendo o maior aumento na amostra extrusada na presenca do
reagente.

Chen et al. (2014) notaram que, sob condi¢cdo 6tima de extrusao (170

°C e 150 rpm), o conteudo de fibras soluveis aumentou substancialmente, de 2,6
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para 30,1%. Além disso, a capacidade de retencdo de agua aumentou 42% e o
volume de intumescimento, 24%, apos o tratamento.

E importante ressaltar que a extrusdo também altera a estrutura e
consequente funcionalidade tecnolégica das proteinas. Uma das principais
aplicagbes da extrusdo em alimentos com elevado conteudo de proteinas € a
texturizagao, processo que pode ser utilizado para obtengdo de produtos que imitam
a textura, gosto e aparéncia da carne ou frutos do mar (STEEL et al., 2012). Na
extrusdo, as proteinas sdo desnaturadas, ocorrendo a dissociagdo e afrouxamento
das moléculas, o que permite o alinhamento no sentindo do fluxo. Na saida da
extrusora, a liberacao repentina de pressao faz com que a agua do produto evapore,
expandindo as estruturas e formando vacuolos de ar no interior destas. O produto
final apresenta uma estrutura porosa com arranjos paralelos de fibras laminares de
proteinas. A estabilizagcdo da estrutura dos extrusados ocorre por meio das pontes
dissulfeto, pontes de hidrogénio e interagdes hidrofébicas e eletrostaticas, como
resultado da reestruturacdo das moléculas proteicas na saida da extrusora
(DAMODARAN, 2008; MURATE; PRUDENCIO-FERREIRA, 1999; PRUDENCIO-
FERREIRA; AREAS, 1993; SEIBEL, 2018b). O produto final pode apresentar
importantes propriedades tecnofuncionais, como as de hidratacdo e de retengao de
gordura (SEIBEL, 2018b). Embora a extrusao da soja seja praticada e estudada ha
décadas (STEEL et al., 2012), na literatura ndo foram encontrados trabalhos que
abordem o efeito da extrusdo sobre as propriedades fisico-quimicas das proteinas

do okara.
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4 MATERIAL E METODOS

O material e métodos estdo descritos nos quatro artigos cientificos
apresentados no préximo item, 5 RESULTADOS E DISCUSSAO.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussao foram redigidos na forma de quatro artigos

cientificos e estdo apresentados nos subitens de 5.1 a 5.4.
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5.1 ARTIGO CIENTIFICO 1

Alkaline hydrogen peroxide improves physical, chemical, and techno-

functional properties of okara

ABSTRACT

The objective was to evaluate the effect of modifying okara with alkaline hydrogen
peroxide at different H202 concentrations and treatment temperatures on its soluble
fiber content, water absorption and holding capacity, swelling capacity, and protein
solubility in water. Multi-response optimization and characterization of physical,
chemical, and techno-functional properties of unmodified and modified okara under
optimal conditions were performed. Treatment under optimal conditions (2% H20:2
and 42 °C for 5 h) resulted in a 601% increase in soluble fiber content, a 26%
increase in water absorption and holding capacity and swelling capacity, and a 609%
increase in soluble protein. Scanning electron micrographs revealed that modified
okara particles had a more fragmented structure and a rougher surface than control.
Alkaline hydrogen peroxide treatment altered the color, chemical composition, and
techno-functional properties of okara. The modification method has potential to add
value to okara and contribute to the use of agro-industrial residues.

Keywords: Soy pulp. Modified fibers. Soluble fibers. Water absorption and holding
capacity. Swelling capacity. Protein solubility.

1 INTRODUCTION

Okara, also known as soy pulp and doufu zha, is a fibrous residue from
soymilk and tofu production. For every kilogram of soybean processed, 1.1 — 2.5 kg
of okara is obtained (Mateos-Aparicio, Mateos-Peinado, & Rupérez, 2010a; Seibel,
2018; Vong & Liu, 2016), representing a substantial amount of waste generated in
several countries. In China, 2.8 million tonnes of okara are generated annually from
tofu production, most of which is used in low-value applications or treated as waste.
The environmentally friendly disposal of these residues is a major challenge for the
industry (Seibel, 2018).

Like many agro-industrial wastes, okara is a potential source of
functional compounds that present health and technological benefits. It is rich in
dietary fiber (42.4 — 58.1 g/100 g dry basis) and protein (15.2 — 46.9 g/100 g dry
basis) and has important techno-functional properties, especially those associated
with hydration (Li, Qiao, & Lu, 2012a; Vong et al., 2016).
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Dietary fibers are known for their diverse technological and
physiological functions. Cellulose, hemicellulose, and lignin are insoluble fibers
associated with the regulation of intestinal motility and reduction of colon cancer risk.
Soluble fibers, such as pectins, gums, B-glucans, fructooligosaccharides, and
resistant starch, have hypocholesterolemic effects (Huang, He, Zou, & Liu, 2015; Li,
Long, Peng, Ming, & Zhao, 2012b; Mateos-Aparicio et al., 2010a). Research
indicates that soluble fibers provide more health benefits than insoluble fibers.
However, common sources of dietary fiber are composed mostly of insoluble fibers
(Huang et al., 2015; Mateos-Aparicio et al., 2010a). Transformation of insoluble fibers
into soluble fibers is a strategy to increase the nutritional potential of the fiber source.

Dietary fibers exhibit good hydration properties because of the
presence of hydrophilic compounds (e.g., cellulose, pectin, and hemicelluloses).
However, dietary fibers often produce undesirable effects in food formulations,
including gritty and coarse texture and reduced product volume, which limits their use
(Galdeano & Grossmann, 2005). Fiber modification techniques, such as extrusion,
fermentation, and hydrolysis, have been proposed to minimize these negative effects.
Treatments cause partial polysaccharide hydrolysis, leading to improved material
porosity, and, as a result, enhance the techno-functional properties of dietary fibers
and increase soluble fiber content, diversifying the possibilities of application (Fung,
Yuen, & Liong, 2010; Galdeano et al., 2005).

In a recent review, Zhang, Wang, Cao, and Wang (2018) reported that
milling, extrusion, and thermal and biological treatment of wheat bran, prior to its
addition to flour, improved the rheological properties of high-fiber flour and the texture
and sensorial properties of final products. Other studies have successfully used
chemical, enzymatic, and fermentation processes to increase the levels of soluble
fibers and improve the techno-functional properties of okara (Li et al., 2012a; Tao et
al., 2019).

Chemical treatment with alkaline hydrogen peroxide solubilizes lignin
and hemicelluloses and reduces cellulose crystallinity by breaking intra- and
intermolecular hydrogen bonds (Galdeano et al., 2005; Gould & Freer, 1984). An
alkaline pH is necessary for lignin and hemicellulose solubilization. Reagent
concentration, reaction time, and temperature are other important parameters
affecting treatment success. Treatment with alkaline hydrogen peroxide effectively

increased the hydration properties and soluble fiber content of oat hulls, spent coffee
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grounds, and rice bran (Galdeano et al., 2005; Maani, Alimi, Shokoohi, & Fazeli,
2017; Vilela, Leado, Franca, & Oliveira, 2016). Despite these benefits, hydrogen
peroxide has never been used to modify okara, only for bleaching purposes (Li et al.,
2012a; Tao et al., 2019). No study has attempted simultaneous modification of okara
fibers and proteins using alkaline hydrogen peroxide.

The hypothesis of this study is that alkaline hydrogen peroxide
treatment may be a promising method to increase the soluble fiber content of okara
and improve its techno-functional properties. This method may add value to okara
and stimulate the use, and consequent reduction, of agro-industrial wastes. The
objective of the current study was to evaluate the effect of modifying okara with
alkaline hydrogen peroxide at different H202 concentrations and treatment
temperatures on its soluble fiber content, water absorption and holding capacity,
swelling capacity, and protein solubility in water. Multi-response optimization and
characterization of physical, chemical, and techno-functional properties of unmodified

okara and okara modified under optimal conditions were performed.

2 MATERIAL AND METHODS

2.1 OKARA SAMPLE AND CHEMICALS

Okara was kindly donated by a tofu-processing industry located in
Londrina, Brazil. The soybean cultivar used to produce tofu was TMG 7062 IPRO. All
reagents were analytical grade.

2.2 PREPARATION OF DRIED AND DEFATTED OKARA

Okara was dried in a forced-air oven (TE-394/2, Tecnal, Piracicaba,
Brazil) at 60 °C for 12 h. Then, dried okara was milled, defatted with hexane (1:10,
w/v) under agitation (300 rpm for 1 h) at room temperature, vacuum filtered, and
dried at room temperature for 12 h. The defatting procedure was repeated twice
(Ogunwolu, Henshaw, Mock, Santros, & Awonorin, 2009).



57

2.3 MODIFICATION OF OKARA USING ALKALINE HYDROGEN PEROXIDE

A central composite rotatable design (CCRD) was used to model,
evaluate, and optimize okara modification with alkaline hydrogen peroxide. The
independent variables H202 concentration (X1, % w/v) and treatment temperature
(X2, °C) were investigated. Coded and uncoded values are shown in Table 1. The
response variables were soluble fiber content, water absorption and holding capacity,
swelling capacity, and protein solubility in water (Table 1). The independent
variables, H202 concentration and treatment temperature, and their levels were
selected to be investigated on the basis of preliminary tests and literature data
(Galdeano et al., 2005; Maani et al., 2017; Vilela et al., 2016).

CCRD comprised 11 runs (4 factor points, 4 axial points, and 3 center
points) carried out in random order. The following regression equation was used to
evaluate the responses: Y = By + Bix; + B11X12 + BoXy + Porx2? + B12X1Xx2, Where Y
is the response, x1 and x2 are the independent variables, and 8 is the estimated
coefficient for each term of the response surface model.

Treatment was carried out according to the methods of Gould (1984)
and Galdeano et al. (2005), with modifications. Briefly, okara and alkaline hydrogen
peroxide solution (pH 11.5 + 0.1) were added at a 1:12.5 (w/v) ratio to an Erlenmeyer
flask. The flask was placed in a water bath (Dubnoff TE-0538, Tecnal, Piracicaba,
Brazil) under stirring at 120 rpm. After 5 h, the mixture was neutralized (pH 6.5 — 7.5)
with 5 M HCI solution, frozen, freeze-dried, and milled to obtain modified okara.

Data were subjected to regression analysis and analysis of variance
(ANOVA). Determination coefficients, R?> and RZdjusted, and lack of fit (p) were
calculated. Some non-significant effects were removed from the model after a first
coefficient evaluation (B) followed by a new statistical analysis to obtain a better
adjusted model considering the experimental data (Granato, Calado, & Jarvis, 2014).
The better R%agjusted (a = 0.05) was used to explain the response function. Response
surface plots were generated from the mathematical model of each response using
Statistica version 10.0 software (StatSoft, Inc., 2011). Statistical significance was set
at p < 0.05. Analyses were performed using Statistica version 10.0 (StatSoft, Inc.,
2011).

The multi-response optimization to obtain okara with high content of
soluble fiber, water absorption and holding capacity, and swelling capacity
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simultaneously was performed using overall desirability function. According to
Yolmeh and Jafari (2017) this function is initially based on constructing a desirability
function for each individual response. For each response Yi (x), a desirability function
di (Yi) assigns numbers between 0 and 1 to the possible values of Yi, with di (Yi) =0
representing a completely undesirable value of Yi and di (Yi) = 1 representing a
completely desirable or ideal response value. The individual desirabilities were then
combined using the geometric mean, which gives the overall desirability. The overall
desirability was calculated using Statistica version 10.0 software (StatSoft, Inc.,
2011).

The experiment was performed in two replicates, and the proposed
models were validated experimentally. Predicted and experimental responses were
compared using Student’s t-test (p < 0.05). On the basis of this information, the best

conditions were determined.
2.4 PHYSICAL, CHEMICAL, AND TECHNO-FUNCTIONAL PROPERTIES
2.4.1 Scanning Electron Microscopy (SEM) Analysis

Okara samples were placed in a desiccator with calcium chloride for 10
days. Then, samples were attached to a stub and spur coated with gold (99.6%
purity; Sputter Coater SCD 050, BAL-TEC, Germany). Okara particles morphology
was observed using a Quanta 200 scanning electron microscope (FEI, USA).
2.4.2 Color Measurements

Color was measured on a colorimeter (CR400, Konica Minolta, Osaka,
Japan) with CIE standard llluminant D65 and 45/0 geometry. The values of L*
(lightness, where 0 = black and 100 = white), a* (redness/greenness), b*
(bluenessl/yellowness), and h* (hue, where 0° = pure red, 90° = pure yellow, 180° =
pure green, and 270° = pure blue) were determined.

2.4.3 Bulk Density

Bulk density was determined by first placing 10 g of sample in a
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graduated cylinder. The cylinder was tapped gently 30 times, and the volume was
measured. Density (g/mL) was calculated as the ratio between sample mass and
volume (Seibel & Beléia, 2009).

2.4.4 pH Measurements

Samples were homogenized with distilled water (pH 6.5 — 7.5) at a 1:10
(w/v) ratio, and the pH was determined using a digital potentiometer (HI 3221,
HANNA, Romania) previously calibrated with buffer solutions of pH 4.0 and 7.0
(Kamizake, Varéa, & Prudencio, 2014).

2.4.5 Chemical Composition

Protein, lipid, ash, and moisture contents were determined according to
AOAC (2012). Nitrogen content was determined by the Kjeldahl method, and protein
content was calculated using a conversion factor of 6.25. The results were expressed
as g/100 g of sample on a dry basis, except for moisture content.

2.4.6 Soluble and Insoluble Fibers

Soluble and insoluble fibers were determined by an enzymatic—
gravimetric method (method 991.43; AOAC, 2012). a-Amylase, amyloglucosidase,
and protease were purchased from Sigma—Aldrich.

2.4.7 Determination of Total Sugars

Total sugars were determined by the phenol—sulfuric acid colorimetric
method (Dubois, Gilles, Hamilton, Rebers, & Smith, 1956). Absorbance was read at
490 nm using an S22 UV-Vis spectrophotometer (Biochrom Libra, England).

2.4.8 Water and Oil Absorption and Holding Capacity

A 1:30 (w/v) mixture of okara and distilled water or soybean oil was

prepared and kept under constant stirring for 30 min. Subsequently, the material was
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centrifuged at 1000 x g for 10 min (Centrifuge 5804 R, Eppendorf, Hamburg,
Germany). The supernatant was discarded, and the moist sediment was weighed.
Water or oil absorption and holding capacity was expressed as g of water or oil
absorbed and held/g of sample (Seibel et al., 2009).

2.4.9 Swelling Capacity

Okara (250 mg) was placed in a graduated cylinder with 5 mL of
distilled water, stirred at 125 rpm for 30 min to eliminate air bubbles, and left to rest
overnight. The volume (mL) occupied by the sample was measured and divided by
the mass (g) of the sample to obtain the swelling capacity (mL/g) (Mateos-Aparicio et
al., 2010a).

2.4.10 Solids Stability in Water

In a graduated cylinder, sample (6% w/v) and water were mixed using a
magnetic stirrer for 1.5 min. The mixture was left to rest for 10 min, and the volume of
the sediment was measured. The sediment volume corresponded to solids stability in
water, expressed as mL/g of sample (Charunuch, Boonyasirikool, & Tiengpook,
2003).

2.4.11 Protein Solubility in Water and at Different pH

To determine protein solubility in water, 1 g of okara was suspended in
50 mL of distilled water under stirring (12,000 rpm) for 2 min in a homogenizer
(Turratec TE 102, Tecnal, Piracicaba, Brazil). Then, the sample was centrifuged at
3700 x g for 25 min (Centrifuge 5804 R, Eppendorf, Hamburg, Germany). The
soluble protein content in the supernatant was determined by the Kjeldahl method (N
x 6.25). The same procedure was used to determine protein solubility at different pH
values (2, 4, 6, 8, 10, and 12), using HCI or NaOH solutions to obtain the desired pH
(Kamizake et al., 2014). Results were expressed as g of soluble protein/100 g of total

protein.
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2.5 EXPERIMENTAL DESIGN AND DATA ANALYSIS OF CONTROL AND OPTIMIZED OKARA:
EVALUATION OF PHYSICAL, CHEMICAL, AND TECHNO-FUNCTIONAL PROPERTIES

A completely randomized design was used to evaluate the physical,
chemical, and techno-functional properties of control (unmodified) and optimized
(treated under optimal conditions) okara. The experiment (alkaline hydrogen peroxide
treatment under optimized condition) was replicated twice. The physical, chemical,
and techno-functional properties analyses were performed in triplicate for each
replication of the experiment (n = 3 x 2 = 6). Except for fibers and protein solubility at
different pH, which were performed in duplicate for each replication of the experiment
(n =2 x 2 =4). Data were compared by Student’s t-test at p < 0.05 using Statistica
version 10.0 (StatSoft, Inc., 2011).

3 RESULTS AND DISCUSSION

3.1 OKARA MODIFICATION WITH ALKALINE HYDROGEN PEROXIDE

CCRD experiment results are shown in Table 1. The soluble fiber
content of the control sample (unmodified okara) was similar to that observed by
Figueiredo, Yamashita, Vanzela, Ida, and Kurozawa (2018) (1.4 g/100 g) but lower
than those found in other studies (2.08 — 4.71 g/100 g) (Mateos-Aparicio, Redondo-
Cuenca, Villanueva-Suarez, Zapata-Revilla, & Tenorio-Sanz, 2010b; Mateos-Aparicio
et al., 2010a; Redondo-Cuenca, Villanueva-Suarez, & Mateos-Aparicio, 2008). Water
absorption and holding capacity and swelling capacity values were in accordance
with those reported in the literature: 2.36 — 8.33 g/g and 6.15 — 9.44 mL/qg,
respectively (Fung et al., 2010; Li et al., 2012b; Mateos-Aparicio et al., 2010a;
Villanueva-Suarez, Pérez-Cézar, & Redondo-Cuenca, 2013). The wide ranges of
values for soluble fiber content and hydration properties found in the literature can be
explained by differences in soybean cultivars, okara preparation methods (grinding,
drying, and defatting), and, mainly, soymilk production processes. The use of
different methods for determining these parameters also contributes to the variability
among studies (Fung et al., 2010; Huang et al., 2015; Mateos-Aparicio et al., 2010a;

Villanueva-Suarez et al., 2013).
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Table 1 — Coded (x) and uncoded (X, in parentheses) values of independent
variables and respective responses used in the central composite rotatable design for
optimization of alkaline hydrogen peroxide treatment of okara

Run X1 (X1) X2 (X2) SET WAHI?;SDOHZ%Z pS?
1 -1(1.3) -1 (24) 7.81 10.47 8.54 39.53
2 -1 (1.3) 1 (45) 8.54 7.92 10.39 73.40
3 1(2.7) -1 (24) 7.05 9.31 8.93 62.12
4 1(2.7) 1(45) 9.85 9.00 8.87 83.79
5 -1.41 (1.0) 0 (35) 8.06 10.82 9.33 38.81
6 1.41 (3.0) 0 (35) 7.99 11.35 7.25 79.91
7 0(2.0) -1.41(20) 6.26 10.94 9.00 43.78
8 0 (2.0) 1.41 (50) 8.32 8.28 10.69 90.83
9 0(2.0) 0 (35) 8.52 11.11 8.41 56.22
10 0 (2.0) 0 (35) 8.59 11.64 8.34 57.70
11 0(

2.0) 0 (35) 8.29 11.86 8.13 57.01
Control okara - - 1.33 7.66 7.32 12.09

x1 and Xi, H202 (% w/v); x2 and X, treatment temperature (°C); SF, soluble fibers (g of
SF/100 g dry matter); WAHC, water absorption and holding capacity (g of water absorbed
and held/g of sample); SC, swelling capacity (mL/g of sample); PS, protein solubility in water
(g of soluble protein/100 g of total protein). ' Mean of two determinations. 2 Mean of three
determinations.

The low protein solubility in control okara (12.09 g/100 g, Table 1) was
expected. According to Figueiredo et al. (2018), a major part of soluble proteins is
extracted to soymilk during production. Therefore, it follows that okara is composed
predominantly of insoluble proteins. In addition, the drying process used in okara
preparation may have caused protein denaturation and a consequent reduction in
solubility.

Regression coefficients and ANOVA results for the mathematical
models describing responses of runs 1 to 11 (Table 1) are presented in Table 2. The
objective of this study was to investigate changes in okara hydration properties and
soluble fiber content after chemical treatment. Nevertheless, protein solubility was
studied because of its importance and influence on techno-functional properties of
foods with high protein content. Some non-significant terms were maintained in the
equation because of their contribution to R? and RZadjusted. The linear and quadratic
terms of X2 (treatment temperature) and the interaction X1X2 (H202 concentration x
treatment temperature) had a significant effect (p < 0.05) on soluble fiber content. Xz
linear and quadratic terms had a significant negative effect on water absorption and
holding capacity (p < 0.05). For swelling capacity and protein solubility in water, all

linear, quadratic, and interaction effects of the independent variables were significant
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(p < 0.05), except for the quadratic effect of X1 on swelling capacity (Table 2).

Table 2 — Regression coefficients and analysis of variance (ANOVA) results for
response surface models

Regression coefficient (8)

Parameter®

SF WAHC SC PS
Intercept
Bo 8.413 11.537 8.319 56.977
Linear
B1 ns ns -0.5092 11.3882
B2 0.8052 -0.8282 0.5232 15.260°
Quadratic
B11 ns -0.519 ns 1.5362
B22 -0.4082 -1.2562 0.7972 5.5092
Interaction
B12 0.5182 0.560 -0.4782 -3.0502
R2 0.874 0.827 0.945 0.969
RZadjusted 0.820 0.713 0.908 0.938
Lack of fit (p) 0.113 0.173 0.154 0.0172

SF, soluble fibers (g of SF/100 g dry matter); WAHC, water absorption and holding capacity
(g of water absorbed and held/g of sample); SC, swelling capacity (mL/g of sample); PS,
protein solubility in water (g of soluble protein/100 g of total protein); ns, non-significant terms
removed from the model; R?, coefficient of determination. @ Significant parameter (p < 0.05). ©
The numbers 1 and 2 in subscript represent H2O2 concentration (% w/v) and treatment
temperature (°C), respectively.

The regression models for soluble fiber content, water absorption and
holding capacity, and swelling capacity showed no significant lack of fit and had R?
values of 0.87, 0.83, and 0.94, respectively (Table 2), showing that they can be used
for predictive purposes. Although the model for protein solubility in water had a high
R? value (0.97), the lack of fit was significant (p < 0.05) (Table 2); therefore, it cannot
be used for predictive purposes. This result might be associated with the low
experimental error, that is, the low variability of center point runs.

Figure 1 shows the response surface plots for soluble fiber content
(Figure 1a), water absorption and holding capacity (Figure 1b), swelling capacity
(Figure 1c), and protein solubility in water (Figure 1d). Soluble fiber content increases
with hydrogen peroxide concentration and reaction temperature (Figure 1a). The
maximum response for water absorption and holding capacity (Figure 1b) is obtained
at —0.8 < x1 < 0.4 and -0.8 < x2 < 0; that is, with an X1 of 1.4 — 2.3% and an Xz of 26
— 35 °C. High swelling capacity (Figure 1c) is obtained with low X1 and high Xz,

whereas high protein solubility in water is obtained at high X1 and X2 levels (Figure
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1d).

Figure 1 - Response surface plots showing the effects of H202 concentration (% w/v)
and treatment temperature (T, °C) on (a) soluble fibers (SF, expressed as g of
SF/100 g dry matter), (b) water absorption and holding capacity (WAHC, expressed
as g of water absorbed and held/g of sample), (c) swelling capacity (SC, expressed

as mL/g of sample), and (d) protein solubility in water (PS, expressed as g of soluble
protein/100 g of total protein

(a) (c)

Il > 12.00

a <85 M <1175
s — 75 g B < 10.75
‘% Bl <65 3 <9.75
2 <55 = <8.75
e = <775
«?0 P
o
(b) (d)
100
z -1 3 S - ~
$ 0 0.0 9.9,
% <975 3 S ssesss: 5 b
o <7.75 2 2
é . g <48
g <5.75 4

Soluble fiber content and hydration properties (Table 1) were
satisfactorily improved by chemical treatment of okara. Dietary fibers are cell wall
components divided by the middle lamella. Celluloses and hemicelluloses are
predominant, whereas lignin is distributed throughout the structure but occurs at a
higher concentration in the middle lamella. Cellulose is present in the form of
microfibrils, immersed in a matrix containing hemicelluloses, pectins, and proteins.
Hemicelluloses are bound to lignin and to the surface of microfibrils by hydrogen

bonds (Raven, Evert, & Eichhorn, 2014).

Oxidizing agents, such as hydrogen peroxide, are important for lignin
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degradation. The combination of sodium hydroxide and peroxide results in an
effective solution for delignification and hemicellulose solubilization because of the
formation of hydroperoxide anions (HOO~), the main active species of peroxide at
alkaline pH. Under these conditions, hydrogen peroxide is unstable and decomposes
into hydroxyl (OH*) and superoxide (O'2) radicals, which are responsible for lignin
oxidation. As hemicelluloses are chemically bound to lignin, they also undergo partial
degradation. In addition, there is a decrease in cellulose crystallinity associated with
swelling, which increases the porosity of the material (Fang, Sun, Salisbury, Fowler,
& Tomkinson, 1999). These structural changes may facilitate water penetration and
binding and, thus, improves hydration properties of the modified material.

An undamaged cell wall acts as a barrier, preventing solvent
penetration. Once ruptured, the cell wall loses its barrier function, resulting in
increased solvent accessibility and protein solubility (Preece, Drost, Hooshyar,
Krijgsman, Cox, & Zuidam, 2015). Other factors may also explain the higher protein
solubility observed in modified okara. Proteins are susceptible to unfolding at high pH
and may undergo structural changes upon oxidation. These modifications result in a
more open structure, leading to the exposure of internal sites and, consequently,
facilitating water penetration and binding (Galdeano et al., 2005). Solubilization might
have been further enhanced by the salting-in effect of salts formed in the
neutralization step (Damodaran, 2008).

Besides the structural changes, improved hydration properties may also
be related to the higher content of soluble fibers and soluble proteins in modified
okara (Table 1) (Tao et al., 2019). Peroxide treatment alters the chemical
composition of foods by breaking polysaccharide chains into smaller, more soluble
fragments, thereby decreasing the amount of insoluble fibers while increasing the
content of soluble fibers (Galdeano et al., 2005; Rezende, Lima, Maziero, Azevedo,
Garcia, & Polikarpov, 2011).

It is important to note that alkaline pH alone modifies fibers and
proteins. Alkaline treatment disrupts hydrogen bonds in the network structure,
increasing surface roughness and facilitating water penetration and retention in the
matrix (Tao et al., 2019). Gould et al. (1984) found that an alkaline medium (pH 11.5)
solubilized about 8% of the lignin and 28% of the hemicelluloses in wheat straw in
the absence of H202 In the presence of 1% H202, the amount of lignin and

hemicelluloses solubilized rose to 50% and 72%, respectively.
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Although alkaline hydrogen peroxide treatment greatly improved the
soluble fiber content and protein solubility of okara (Tables 1 and 2 and Figure 1),
some treatment conditions were too harsh for water absorption and holding capacity
and swelling capacity. Moura et al. (2011), studying the modification of oat fibers with
H202, reached similar results. The swelling capacity of oat fibers increased when low
H202 concentrations were wused but decreased markedly with increasing
concentrations. This behavior is attributed to the collapse of the fiber matrix and
interstitial spaces that interact with water (Galdeano et al., 2005; Moura et al., 2011).
Pierce, Wichmann, Tran, and Cheetamun (2016) obtained 60% of solubilized soy
polysaccharides by treating spent soy flakes with 3% H202 at pH 7 and 121 °C for 60
min. Galdeano et al. (2005) investigated the combined effects of alkaline hydrogen
peroxide treatment and extrusion on the properties of oat hulls. Among the studied
variables (H202 concentration, feed moisture, and extrusion temperature),
temperature was the most important parameter influencing hydration properties. The
authors concluded that mild extrusion temperatures led to the best results: a 70%
increase in water-holding capacity and a 55% increase in swelling capacity compared
with the unmodified sample. Vilela et al. (2016) reported that spent coffee grounds
subjected to high H202 concentrations (20 and 25%) at room temperature for 18 h
showed a 55% increase in water holding capacity and a 13% increase in swelling
capacity. Lower H202 concentrations (5 to 15%) increased soluble fiber contents, but
more severe oxidation conditions (20 and 25% H202) had the opposite effect. It
should be noted that the authors washed the material after treatment, which may
have resulted in loss of some components, such as soluble fibers. Maani et al. (2017)
treated rice bran with different alkaline H202 concentrations (1 — 7%) at different pH
values (10.5 — 12.5). The highest pH condition (12.5) enhanced water holding

capacity regardless of H202 concentration.

3.2 MULTI-RESPONSE OPTIMIZATION AND EXPERIMENTAL VALIDATION

An overall desirability function was used for simultaneous optimization
of alkaline hydrogen peroxide treatment of okara, inside the experimental region
studied, for soluble fiber content, water absorption and holding capacity, and swelling
capacity. Optimum conditions were 2% H202 (x1 = 0) and 42 °C (x2 = 0.70711). The
developed models were validated experimentally under these conditions.
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Comparison of predicted soluble fiber content, water absorption and holding capacity,
and swelling capacity (8.78 g/100 g, 10.32 g/g, and 9.09 mL/g, respectively) with
experimental values (9.32 g/100 g, 9.65 g/g, and 9.23 mL/g, respectively) revealed
no significant differences (p > 0.05), thereby validating the proposed models.
Treatment of okara under optimized conditions (2% H202, 42 °C, 5 h)
resulted in a 601% increase in soluble fiber content and a 26% increase in both water

absorption and holding capacity and swelling capacity.

3.3 PHYSICAL, CHEMICAL, AND TECHNO-FUNCTIONAL CHARACTERIZATION OF CONTROL AND
OPTIMIZED MODIFIED OKARA

The results of physical, chemical, and techno-functional
characterization of control and optimized modified okara are presented in Figures 2
and 3 and Table 3. SEM examination revealed that optimized alkaline hydrogen
peroxide treatment produced morphological structural changes in okara particles
(Figure 2). Modified okara exhibits a less dense, more fragmented architecture with a
rougher surface (Figure 2d, e, and f) compared with the control (Figure 2a, b, and c).
These are positive characteristics that facilitate water penetration and binding,
improving hydration properties (Galdeano et al., 2005). Niu, Li, Xia, Hou, and Xu
(2018) reported similar findings in a study of alkaline hydrogen peroxide treatment of

tomato peels.
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Figure 2 - Scanning electron micrographs of control okara (a, b, and c) and okara
modified by treatment with 2% H202 at 42 °C for 5 h (d, e, and f)
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Scale bars: (a) and (d) = 1 mm; (b), (e), and (f) = 50 pm; (c) = 20 pm.
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The only color parameter affected by alkaline hydrogen peroxide
treatment was b*; modified okara was more yellow than the control (Table 3). This
behavior was also observed by Aider, Martel, Ferracci, and Halleux (2012) in flax
meal treated with alkaline hydrogen peroxide. Although the mechanism of color
change induced by hydrogen peroxide in food has not been fully elucidated, it is
suggested to be due to the oxidation of proteins and pigments, mainly quinones,

which result from phenolic oxidation (Aider et al., 2012).

Table 3 — Color parameters, bulk density, pH, chemical composition, oil absorption
and holding capacity, solids stability in water, and protein solubility in water of control
okara and okara modified by treatment with 2% (w/v) H202 at 42 °C for 5 h

Parameter Okara —
Control Modified
L* 90.80 £ 0.672 89.79 £ 1.392
a* 0.22 +0.102 0.32 +£0.792
b* 12.00 + 0.39P 24.83 + 3.822
h* 88.90 + 0.492 89.49 + 1.742
Bulk density 0.52 £ 0.012 0.22 +0.01°
pH 7.14 +0.04° 7.73+£0.112
Moisture 10.06 £ 0.172 7.76 £ 0.55°
Proteins 43.90 + 0.252 37.60 + 0.88°
Lipids 2.72 £ 0.262 1.33£0.14°
Ash 3.46 + 0.06° 6.03 £ 0.31°
Carbohydrates
Insoluble fibers 50.27 + 0.992 26.09 + 0.52°
Soluble fibers 1.33+£0.11° 9.32 £ 0.992
Total sugars 6.97 + 0.51° 7.68 + 0.442
Techno-functional properties
Protein solubility in water 12.09 + 0.95P 85.71 £4.172
Oil absorption and holding capacity 3.20 £ 0.23° 5.63 £ 0.30°
Solids stability in water 9.32 £ 0.02° 11.58 + 0.59°2

Mean + standard deviation.

Means in a row followed by different letters are significantly different (p > 0.05).

Values are the mean of two repetitions, each performed in triplicate, for all parameters
except soluble and insoluble fibers. Fiber results are the mean of two repetitions in duplicate.
Color parameters: L*, lightness (0 = black, 100 = white); a*, redness/greenness (—a = green,
+a = red); b*, blueness/yellowness (b = blue, +b = yellow); and h*, hue (0° = pure red, 90° =
pure yellow, 180° = pure green, 270° = pure blue).

Bulk density expressed in g/mL.

Moisture expressed in g/100 g. Protein, lipid, ash, fiber, and total sugar contents expressed
as g/100 g of sample on a dry basis.

Oil absorption and holding capacity expressed as g of oil absorbed and held/g of sample.
Solids stability in water expressed as mL of sediment/g of sample.

Protein solubility in water expressed as g of soluble protein/100 g of total protein.
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Okara bulk density decreased from 0.52 to 0.22 g/mL after chemical
treatment (Table 3); that is, modified okara had more than twice the volume of the
control. This property is advantageous in bakery applications, in which volume gains
are beneficial. The reduction in bulk density is probably due to structural
modifications and increased porosity, as revealed by SEM analysis (Figure 2).

Modified okara had a slightly higher pH than the control (Table 3).
However, the pH of both materials was close to neutral, and these differences are not
likely to affect their use.

The chemical composition of modified okara differed from that of control
okara (p < 0.05) (Table 3). Insoluble fiber, lipid, and protein contents were lower in
modified okara, whereas ash and sugar contents were higher. The retention of total
dietary fiber in modified okara was 68.62% in relation to control. Insoluble fiber
content likely decreased because of its conversion to soluble fiber and lignin
degradation. The increase in sugars suggests that a small portion of free sugars were
released from polysaccharides after treatment. However, the reduction in insoluble
fiber content was not proportional to the increase in soluble fibers and sugars. It is
possible that low molecular weight fibers not quantified by the method were formed
during the reaction (Tobaruela, Santos, Almeida-Muradian, Araujo, Lajolo, &
Menezes, 2018). Considering these low molecular weight fibers, the retention of total
dietary fiber in modified okara was 98.62% in relation to control.

The increase in ash content in modified okara (Table 3) is likely due to
the formation of sodium chloride in the post-treatment neutralization step (Inglett,
1995). This does not represent a problem, as salt is generally added to food
formulations. The changes in the content of other macromolecules may be related to
the chemical balance between components as well to oxidation by hydrogen
peroxide, which might have produced compounds not detected by the analytical
methods used in this study (Galdeano et al., 2005).

Alkaline hydrogen peroxide modified the chemical composition of oat
hulls, beet fibers, and spent coffee grounds (Galdeano et al., 2005; Soronja-Simovic
et al., 2016; Vilela et al., 2016). These studies showed that dietary fibers are the main
macromolecules affected by chemical treatment. Other macromolecules are mainly
influenced by the chemical balance and the loss of soluble compounds, such as
proteins and soluble fibers, during the washing step.

Chemical treatment increased okara oil absorption and holding capacity
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from 3.20 to 5.63 g/g (Table 3). A similar result was observed by Vilela et al. (2016)
when studying the modification of spent coffee grounds with 5 — 25% alkaline H20x2.
The greatest increase in oil absorption and holding capacity (from 2.64 to 4.58 g/g)
was achieved using 20% H20:2. In another study, low H202 concentrations (0.3 —
0.9%) had no effect on the oil absorption and holding capacity of fibers (Moura et al.,
2011). This important parameter prevents fat loss during processing and contributes
to taste retention (Vilela et al., 2016).

The sediment volume of modified okara (11.58 mL/g) was higher than
that of the control (9.32 mL/g) (Table 3). Nevertheless, it can be inferred from the
results that a suspension of control okara is no more stable than a suspension of
modified okara. The higher sediment volume may be related to the improved
hydration properties of modified okara. This became even more evident from the
transparency of the supernatant of the control and the cloudy appearance of the
supernatant of modified okara. The ability to form a stable suspension is important for
ingredients used in beverages and instant powders.

The retention of okara proteins after modification was 85.65%.
However, it is important to note that the protein solubility in water (Table 3) and at
different pH (Figure 3) increased substantially after chemical treatment. Both control
and modified okara had low protein solubility at pH 4 and higher at extremes pH
(Figure 3), as occurs with most food proteins (Damodaran, 2008). However, because
of the low protein solubility of the control sample, the characteristic curve was less
pronounced. Most soluble proteins are extracted during soymilk production;
therefore, okara has a high content of insoluble proteins. Temperature effects during
drying of okara can lead to protein denaturation and aggregation and a consequent
reduction in solubility. Chemical treatment, in contrast, increases solubility by
breaking down proteins. Furthermore, the presence of salts may have contributed to
the high protein solubility of modified okara. Preece, Hooshyar, and Zuidam (2017)
reported that other methods, such as enzymatic hydrolysis and ultrasound, also
increase the extraction and solubility of denatured and/or aggregated proteins in soy
products.

Although alkaline hydrogen peroxide can be desirable for okara from
the physicochemical properties point of view, this treatment may have some adverse

effect on nutritional properties of okara proteins.
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Figure 3 — Protein solubility of control and modified! okara as a function of pH
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'Okara was modified by treatment with 2% (w/v) H.O, at 42 °C for 5 h.
Different letters indicate significant (p < 0.05) differences between samples at the same pH.

4 CONCLUSIONS

Alkaline hydrogen peroxide treatment increased okara soluble fiber and
soluble protein contents and improved its hydration properties. H202 concentration
and treatment temperature caused different effects on the response functions. Multi-
response optimization revealed that the best results can be achieved by using 2%
H202 at 42 °C for 5 h. These conditions provided a 601% increase in soluble fibers, a
26% increase in both water absorption and holding capacity and swelling capacity,
and a 609% increase in protein solubility.

Modified okara particles exhibited a rougher surface and a more
fragmented architecture than the control. Chemical treatment under optimized
conditions altered the chemical composition and solids stability in water, increased
the oil absorption and holding capacity and protein solubility at different pH, and
decreased the bulk density of okara. Thus, okara modified with alkaline hydrogen
peroxide qualifies as a new ingredient with higher soluble fiber content, improved
hydration properties, greater oil absorption and holding capacity, and twice the

volume of untreated okara. Alkaline hydrogen peroxide modification has great
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potential to add value to okara and contribute to the use of agro-industrial residues.
Future studies should investigate whether alkaline modification of okara improves the

texture properties of food formulations.
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5.2 ARTIGO CIENTIFICO 2

Propriedades fisicas, quimicas e tecnofuncionais de okara modificado por uma

mistura de carboidrases

RESUMO

Uma mistura de carboidrases (celulase, hemicelulase, arabanase, beta-glucanase e
xilanase) foi utilizada para hidrolisar os polissacarideos da parede celular presente
no okara, objetivando o aumento de fibras soluveis e propriedades de hidratagdo. A
hidrélise foi realizada com diferentes concentragcdes do complexo multi-enzimatico
(0,1 a 1,0%) e temperaturas de reagao (20 a 55 °C), de acordo com o delineamento
composto central rotacional. A condigdo o6tima de hidrolise (0,8% do complexo
enzimatico, 46 °C por 3 h) para maximizagao simultadnea das fungdes resposta foi
determinada e o okara modificado otimizado foi analisado quanto as caracteristicas
fisicas, quimicas e tecnofuncionais. Na condi¢gao 6tima foi possivel aumentar 105%
do conteudo de fibras soluveis, 34% da capacidade de absorcéo e retengcédo de agua
e 13% da capacidade de intumescimento. Em relagdo ao controle, as particulas do
okara modificado otimizado apresentaram estrutura mais porosa e fragmentada e
alteragdes na cor e na composi¢ao quimica (teor de fibras insoluveis diminuiu e das
fibras soluveis e dos agucares aumentaram). Ainda, a capacidade de absorgéo e
retencdo de o6leo aumentou 73%, enquanto a estabilidade dos sélidos e a
solubilidade proteica em agua nao foram alteradas pelo tratamento. A hidrdlise
enzimatica se mostrou um método apropriado para melhorar propriedades fisico-
quimicas importantes para futura aplicagdo do okara, resultando em um ingrediente
potencialmente de valor acrescentado e uma alternativa para o aproveitamento
deste residuo.

Palavras-chave: Hidrélise enzimatica. Fibra modificada. Microestrutura. Capacidade
de absorcao e retencao de agua. Fibra soluvel.

1 INTRODUGAO

As fibras alimentares sao classificadas, quanto a sua solubilidade em
agua, em insoluveis e soluveis, as quais apresentam diferentes efeitos fisioldgicos e
tecnologicos. O consumo de fibras insoluveis, como celulose, lignina e
hemiceluloses, esta associado a regulagcéo das fungdes intestinais e a redugédo do
risco de cancer no colon. Por outro lado, as fibras soluveis, como pectina, algumas
hemiceluloses e gomas, tem o consumo associado a efeitos hipocolesterolémicos e
a maior efetividade em varios outros aspectos de saude do que as insoluveis (Dang
& Vasanthan, 2019; Dhingra, Michael, Rajput & Patil, 2012; Huang, He, Zou & Liu,
2015; Li, Long, Peng, Ming & Zhao, 2012). Além disso, por apresentarem
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propriedades tecnoldgicas superiores as fibras insoluveis, as sollUveis sdo mais
facilmente incorporadas em alimentos (Dang & Vasanthan, 2019; Li et al., 2012).

A importédncia do consumo de fibras alimentares resultou no
desenvolvimento deste mercado, onde ha uma tendéncia pela busca de novas
fontes que possam ser utilizadas na industria de alimentos (Dhingra et al., 2012). O
okara é o residuo fibroso obtido apds a extragao da fragao soluvel dos graos de soja
para produgdo do extrato e tofu. Ele apresenta elevado conteudo de proteinas (15,2
—46,9%, b.s.) e fibras alimentares (42,4 — 58,1%, b.s.). Estima-se que, anualmente,
o Japao, a Coréia e a China, juntos, geram aproximadamente quatro milhdes de
toneladas do residuo, oriundo somente da producdo de tofu (Li, Qiao & Lu, 2012;
Vong & Liu, 2016).

Dentre as formas de utilizagdo, as fibras alimentares do okara foram
estudadas devido a capacidade de melhorar as caracteristicas tecnofuncionais dos
alimentos e ao seu potencial como uma matéria-prima para fermentacéo (Al Loman
& Ju, 2017). Nao obstante, ainda é considerado um residuo, tornando-se importante
a realizacao de estudos que resultem em sua valorizagdo e que possibilitem o seu
emprego na industria de alimentos.

A incorporagdo em formulagbes alimenticias de residuos
agroindustriais com elevado teor de fibras insoluveis, como o okara, pode acarretar
efeitos indesejaveis no produto final, principalmente, relacionados a textura
granulosa (Vong & Liu, 2019).

Neste contexto, tratamentos quimicos, fisicos e biolégicos podem
melhorar as propriedades funcionais tecnoldgicas destes residuos e ainda aumentar
o conteudo de fibras soluveis, provendo a sua valorizagdo como ingrediente
alimentar. Dentre os tratamentos, o uso de enzimas, que degradam a parede celular
vegetal, resulta em produtos com estrutura mais porosa, melhores propriedades de
hidratacado e, muitas vezes, alteragdes na composicao quimica, como o aumento de
compostos mais soluveis (Huang et al., 2015; Spotti & Campanella, 2017; Vong, Lim
& Liu, 2017).

A hidrélise dos polissacarideos da parede celular presente no okara por
carboidrases tem sido estudada recentemente e tem como objetivo o aumento da
fracao soluvel e/ou outras modificacdes relacionadas, principalmente, a melhora das
propriedades funcionais de saude (Pérez-Lopez, Mateos-Aparicio & Rupérez, 2017,

Vong et al.,, 2017; Vong & Liu, 2019). No entanto, a otimizagdo do processo de
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hidrolise enzimatica das fibras do okara, por mistura de carboidrases, visando o
aumento simultdneo de fibras soluveis e das propriedades de hidratagdo nao foi
pesquisada anteriormente. Assim como estudos da caracterizagao fisica, quimica e
de outras propriedades tecnofuncionais, cujo conhecimento é essencial para
aplicacao do residuo modificado, também nao foram encontrados.

Desta forma, os objetivos deste estudo foram avaliar o efeito da
concentragdo de uma mistura de carboidrases e da temperatura de hidrélise sobre o
conteudo de fibras soluveis e as propriedades de hidratacdo de okara, otimizar a
condicao de hidrélise e determinar as caracteristicas fisicas, quimicas e funcionais

tecnolégicas do okara modificado otimizado.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

Foi utilizado o okara de uma industria processadora de tofu da cidade
de Londrina, PR. A cultivar de soja utilizada para a producgao do tofu foi a TMG 7062
IPRO. O complexo multi-enzimatico Viscozyme® L (Novozymes, Dinamarca),
composto pelas enzimas celulase, hemicelulase, arabanase, beta-glucanase e
xilanase, foi concedido pela empresa Tovani Benzaquen, Sao Paulo, SP. Estas
enzimas eram provenientes de Aspergillus aculeatus com atividade 100 unidades de
Fungal Beta-Glucanase (FBG)/g. A ficha técnica do complexo multi-enzimatico esta

apresentada no Anexo A. Os reagentes utilizados foram de grau analitico.

2.2 PREPARO DO OKARA

O okara foi seco a 60 °C/12 h, Estufa TE - 394/2, Tecnal, Piracicaba,
Brasil, moido e desengordurado com hexano na propor¢édo de 1:10 (m/v), em
temperatura ambiente, sob agitagao (300 rpm/1 h). Em seguida, a mistura foi filtrada
a vacuo e seca em temperatura ambiente por 12 horas e o residuo foi
desengordurado mais uma vez nas mesmas condigdes (Ogunwolu, Henshaw, Mock,
Santros & Awonorin, 2009).
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2.3 HIDROLISE ENZIMATICA DOS POLISSACARIDEOS DA PAREDE CELULAR DE OKARA

As variaveis independentes investigadas, concentragcdo de complexo
enzimatico (%, m/m) e temperatura de hidrolise (°C), e seus niveis estao
apresentados na Tabela 1. Os niveis das variaveis independentes estudadas foram
determinados com base em testes preliminares, recomendagdes do fabricante do
complexo multi-enzimatico e dados da literatura (Figueiredo, Yamashita, Vanzela,
Ida & Kurozawa, 2018; Pérez-Lépez et al., 2017; Vong et al., 2017). Os 11 ensaios
foram executados em ordem aleatdria de acordo com o delineamento composto
central rotacional (Tabela 1).

Para obtenc¢ao do okara modificado, a hidrdlise enzimatica foi realizada
em um erlenmeyer contendo o okara e agua destilada (pH ajustado 5,5 + 0,1) na
propor¢cao 1:10 (m/v) em banho-maria sob agitacdo (Dubnoff TE - 0538, Tecnal,
Piracicaba, Brasil). Em seguida, o complexo enzimatico foi adicionado, mantendo-se
a agitagdo por trés horas. Para interrupcdo da reacdo, as amostras foram
submetidas a 90 °C/10 min, e, em seguida, congeladas, liofilizadas (Christ Alpha 2-4
LD Plus, Osterode am Harz, Alemanha), trituradas e mantidas em refrigerador (= 2
°C) até as determinacdes de conteudo de fibras soluveis, capacidade de absorcéo e

retencdo de agua e capacidade de intumescimento.

2.4 CARACTERIZACAO FisSICA, QUIMICA E TECNOFUNCIONAL DO OKARA MODIFICADO

OTIMIZADO

O okara modificado enzimaticamente na condicido otimizada foi
caracterizado quanto a microestrutura, cor, densidade aparente, pH, composicao
quimica e as propriedades tecnofuncionais, capacidade de absorcao e retengcao de
Oleo, estabilidade dos sélidos em agua e solubilidade proteica em agua e em

diferentes pHs.
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2.5 PROCEDIMENTOS ANALITICOS

2.5.1 Microestrutura por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A microestrutura das amostras foi analisada por meio do microscopio
eletronico de varredura (Quanta 200, FEI, Estados Unidos). Para isso, as amostras
foram, previamente, mantidas em um dessecador com cloreto de calcio durante 10
dias, para retirada de umidade, e, em seguida, foram fixadas sobre a superficie de
um stub e recobertas com uma camada de ouro (grau de pureza de 99,6%; Sputter
Coater SCD 050, BAL-TEC, Alemanha).

2.5.2 Medidas de Cor

Para a determinacao de cor das amostras foi utilizado um colorimetro
(CR400, Konica Minolta, Osaka, Japao) sob as seguintes condigdes: iluminante
padrdao D65 e geometria 45/0. Foram obtidos os valores de L* (luminosidade), onde
0 = preto e 100 = branco, a* (componente vermelho - verde), b* (componente
amarelo - azul) e h* (tonalidade cromatica), onde 0° = vermelho puro, 90° = amarelo

puro, 180°= verde puro e 270° = azul puro.

2.5.3 Densidade Aparente

Uma amostra de 10 g de okara foi acomodada em uma proveta
graduada. A densidade aparente foi calculada pela razdo entre a massa e o volume

da amostra na proveta e expressa como g/mL (Seibel & Beléia, 2009a).

2.5.4 Medidas de pH

A amostra foi diluida em agua destilada (pH 6,5 — 7,5) na proporgao de
1:10 (m/v) e o pH foi determinado em potencidmetro digital (HI 3221, HANNA,
Roménia), previamente calibrado com solu¢des tampéao de pH 4,0 e 7,0 (Kamizake,
Varéa & Prudencio, 2014).
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2.5.5 Composigcao Quimica

Umidade, proteinas, lipideos e cinzas foram determinados conforme a
AOAC (2012). O nitrogénio foi determinado por Kjeldahl (proteina = N x 6,25). As
fibras alimentares foram determinadas pelo método enzimatico-gravimétrico 991.43
da AOAC (2012). As enzimas a-amilase, amiloglucosidase e protease utilizadas
foram da marca Sigma. Os acgucares totais foram determinados pelo método
colorimétrico de fenol-sulfurico (Dubois, Gilles, Hamilton, Rebers & Smith, 1956) e
quantificados por absorgcdo em espectrofotometro (S22 UV-Visivel, Biochrom Libra,
Inglaterra) a 490 nm. Os resultados foram expressos em g/100 g de amostra (em

base seca, exceto umidade).

2.5.6 Capacidade de Absorgdo e Retencdo de Agua ou Oleo

Uma mistura de amostra e agua destilada ou 6leo de soja (1:30, m/v)
foi mantida sob agitagao (250 rpm) por 30 minutos e centrifugada a 1000 x g por 10
minutos (Centrifuga 5804 R, Eppendorf, Alemanha). Em seguida, o sobrenadante foi
descartado e o sedimento umido pesado. A capacidade de absorcao e retencédo de
agua ou o6leo foi expressa em massa (g) de agua ou 6leo absorvida e retida/g de
amostra (Seibel & Beléia, 2009a).

2.5.7 Capacidade de Intumescimento

A amostra (250 mg) e 5 mL de agua destilada foram adicionados em
uma proveta, a qual foi agitada (125 rpm/30 min) para a remogao das bolhas de ar e
deixada em repouso overnight. O volume (mL) ocupado pela amostra foi medido e a
capacidade de intumescimento expressa em mL/g de amostra (Mateos-Aparicio,
Mateos-Peinado & Rupérez, 2010).

2.5.8 Estabilidade de Solidos em Agua
Uma mistura de amostra e agua (6%, m/v) foi mantida sob agitagdo em

um agitador magnético durante 90 segundos e, em seguida, deixada em repouso por

10 minutos. O volume do sedimento foi medido, o qual correspondeu a estabilidade
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dos solidos em agua, expressa em mL/g de amostra (Charunuch, Boonyasirikool &
Tiengpook, 2003).

2.5.9 Solubilidade das Proteinas em Agua e em Diferentes pHs

A amostra (1 g) foi suspensa em 50 mL de agua destilada sob agitagao
em haste agitadora (TE 102, Tecnal, Piracicaba, Brasil) a 12000 rpm por 2 minutos
e, em seguida, centrifugada a 3700 x g por 25 minutos (Centrifuga 5804 R,
Eppendorf, Alemanha). O teor de proteina soluvel no sobrenadante foi determinado
pelo método de Kjeldahl. Para determinagdo da solubilidade das proteinas em
diferentes pHs (2, 4, 6, 8, 10 e 12), solu¢des de HCI ou NaOH foram empregadas
para o ajuste (Kamizake et al., 2014). Os resultados foram expressos em gramas de

proteinas soluveis por 100 g de proteinas totais na amostra.

2.6 ANALISE ESTATISTICA

2.6.1 Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) para a Hidrdlise

Enzimatica do Okara

Com base nas determinacdes das fungdes resposta, conteudo de fibras
soluveis, capacidade de absorgdo e retencdo de agua e capacidade de
intumescimento, a analise de regressdao e a ANOVA foram realizadas. Os termos
linear e quadratico das variaveis independentes e suas interacbes foram avaliados.
Os modelos para cada resposta foram expressos conforme a equagao Y =, +
Bix1 + B11x12 + Baxy + Barxa? + Biax1x,, onde Y = fungdo resposta e B =
coeficientes estimados para cada termo do modelo da superficie de resposta. A
partir dos modelos ajustados de cada resposta, foram gerados os graficos de
superficie de reposta. O nivel de significAncia considerado foi de 5%. Empregou-se o
programa Statistica 10.0 (StatSoft, Inc., 2011).

2.6.2 Otimizacdo Multi-Respostas e Validagcdo dos Modelos

Para a maximizacdo simultanea das trés funcdes repostas, conteudo

de fibras soluveis, capacidade de absorgcdo e retencdo de agua e capacidade de
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intumescimento, a fungcdo de desejabilidade global do programa Statistica 10.0
(StatSoft, Inc., 2011) foi utilizada. A partir do respectivo ensaio em duas repeticoes,
os modelos foram validados, comparando-se as médias de cada funcao resposta
estimada com a obtida experimentalmente (teste t de Student, nivel de significancia
=5%).

2.6.3 Caracterizagdo Fisica, Quimica e Tecnofuncional do Okara Modificado

Otimizado

As analises das propriedades fisicas, quimicas e tecnofuncionais
seguiram o delineamento inteiramente casualizado. As medidas foram realizadas em
triplicata para cada repeticdo do experimento (n = 3 x 2 = 6), exceto para fibras
insoluveis e solubilidade proteica em diferentes pHs, medidas em duplicata para
cada repeticdo (n = 2 x 2 = 4). Os dados da amostra controle e modificada foram
comparados pelo teste t-Student. O nivel de significancia considerado foi de 5%. O

programa estatistico utilizado foi o Statistica 10.0 (StatSoft, Inc., 2011).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 EFEITO DA HIDROLISE ENZIMATICA SOBRE O CONTEUDO DE FIBRAS SOLUVEIS E NAS

PROPRIEDADES DE HIDRATACAO DO OKARA

As fungdes resposta estudadas foram influenciadas pelas diferentes
condigdes de hidrdlise (ensaios 1 a 11). Os conteudos de fibras soluveis dos okaras
tratados variaram de 1,83 a 2,78 g/100 g. Para as propriedades de hidratagao, a
capacidade de absorcdo e retencdo de agua e a capacidade de intumescimento
variaram de 9,19 a 11,15 g/g e 7,59 a 8,77 mL/g, respectivamente (Tabela 1).
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Tabela 1 — Matriz do DCCR com os valores codificados (x) e reais (X, entre
parénteses) aplicada ao tratamento do okara por hidrélise enzimatica e fungdes
resposta

Concentragao Funcdes resposta
de complexo  Temperatura de
enzimatico hidrélise (°C) FS' CARA? ClI?
(%)
Controle - - 1,33 7,66 7,32
Ensaios
01 -1(0,2) -1 (25) 2,14 9,19 7,84
02 -1(0,2) 1 (50) 2,20 9,51 7,72
03 1(0,9) -1 (25) 2,27 9,72 7,59
04 1(0,9) 1 (50) 2,39 10,63 8,26
05 -1,41 (0,1) 0 (37) 1,83 9,86 7,99
06 1,41 (1,0) 0 (37) 2,51 11,15 8,13
07 0 (0,5) -1,41 (20) 2,09 10,18 8,12
08 0 (0,5) 1,41 (55) 2,38 10,52 8,01
09 0 (0,5) 0 (37) 2,69 9,54 8,64
10 0 (0,5) 0 (37) 2,76 9,61 8,77
11 0 (0,5) 0 (37) 2,78 9,90 8,68

FS = conteudo de fibras soluveis, expresso em g de FS/100 g de amostra, em base seca.
CARA = capacidade de absorcao e retengéo de agua, expressa em g de agua absorvida e
retida/g de amostra. Cl = capacidade de intumescimento, expressa em mL/g de amostra.
"Médias de duas determinagdes. ?Médias de trés determinagdes.

Os parametros de regressdao e ANOVA indicaram diferentes efeitos
linear, quadratico e interagdo significativos (p < 0,05) para as fungdes resposta.
Sendo que a manutencao de termos nao significativos nos modelos decorreu de sua
contribuicdo para o ajuste do modelo. Todos os modelos das funcbes resposta
apresentaram R? = 0,7, indicando que se ajustaram adequadamente aos dados
experimentais, além da falta de ajuste nao significativa (p > 0,05) (Tabela 2). Assim,
0s modelos podem ser utilizados para fins preditivos.

Para o conteudo de fibras soluveis, as variaveis X1 (concentragéo de
complexo enzimatico) e Xz (temperatura de reagdo) apresentaram efeito linear
positivo e quadratico negativo, todos significativos (p < 0,05) (Tabela 2). A superficie
de resposta (Figura 1a) indicou que a maxima resposta para o conteudo de fibras
soluveis ocorre quando x1 esta entre -0,2 e +0,75 e x2 entre -0,4 e +0,7, isto &,
quando a concentracdo do complexo enzimatico esta entre 0,44 e 0,8% e a

temperatura de reacao entre 32 e 46 °C.
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Tabela 2 — Coeficientes de regressdao e ANOVA dos modelos matematicos das
funcdes resposta

Coeficientes de regressao ()

Parametros

FS CARA Cl
Intercepto
Bo 2,743 9,683 8,697
Linear
B 0,1602 0,4342 0,061
B2 0,0742 0,214 0,049
Quadratico
B -0,2752 0,245 -0,3712
B22 -0,2422 0,167 -0,3682
Interacao
B12 — 0,148 0,1982
R2b 0,925 0,696 0,897
R2ajustado 0,875 0,391 0,794
Falta de ajuste (p)° 0,127 0,104 0,082

FS = conteudo de fibras soluveis, expresso em g de FS/100 g de amostra, em base seca.
CARA = capacidade de absorcao e retencido de agua, expressa em g de agua absorvida e
retida/g de amostra. Cl = capacidade de intumescimento, expressa em mL/g de amostra.
aParametros significativos (p < 0,05). "Coeficiente de determinagdo. °Falta de ajuste dos
modelos. B1 e L2 (numeros subscritos) correspondem a concentragdo de complexo
enzimatico (%) e temperatura de reagéo (°C), respectivamente. — termo nao significativo
removido do modelo.

Somente a variavel X1 (concentracdo de complexo enzimatico) exibiu
efeito linear positivo e significativo (p < 0,05) para a capacidade de absorgao e
retengcao de agua, sendo que os demais parametros tiveram menor influéncia sobre
esta resposta (Tabela 2). Na Figura 1b, observa-se que os maiores valores se
localizam na regido de maior concentracédo do complexo enzimatico e temperatura
de reacdo. Adicionalmente, nota-se uma tendéncia de redugcido dos valores quando
ocorre a diminuigao dos niveis destas variaveis.

Ja a capacidade de intumescimento apresentou efeito quadratico
negativo e significativo (p < 0,05) para a concentracdo de complexo enzimatico e
temperatura de reacdo e a interagdo de ambos, X1Xz, positiva e significativa (p <
0,05), sendo pequenos e nao significativos (p > 0,05) os efeitos lineares de ambas
as variaveis (Tabela 2). Na superficie de resposta, uma tendéncia semelhante a
primeira fungéo resposta foi observada (Figura 1c), onde a maxima resposta ocorre
quando x1 esta entre -0,4 e +0,6 e x2 entre -04 e +0,6, ou seja, quando a
concentracdo do complexo enzimatico esta entre 0,38 e 0,74% e a temperatura de
reacao entre 32 e 45 °C.
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Figura 1 — Superficie de resposta em fungao da concentracdo de complexo enzimatico (%) (CE) e temperatura de reacéo (T) (°C)
para as fungdes resposta

% oRVSY B3
B RO
B D

(a) FS = conteudo de fibras soluveis, expresso em g de FS/100 g de amostra, em base seca. (b) CARA = capacidade de absorcao e retencao
de agua, expressa em g de agua absorvida e retida/g de amostra. (¢) Cl = capacidade de intumescimento, expressa em mL/g de amostra.
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Uma vez que a parede celular presente no okara € composta por
pectina, hemiceluloses, celulose e lignina (Al Loman & Ju, 2017; Figueiredo et al.,
2018), o uso de carboidrases, como celulase, hemicelulases e pectinases, é
importante para modificar esta estrutura, tornando-a mais permeavel e obtendo
fragmentos menores e mais soluveis.

O tratamento enzimatico pode ter ocasionado alteragcbes na parede
celular, refletindo nas fungdes de hidratagdo e no conteudo de fibras soluveis do
okara, como observado nos resultados (Tabela 1 e Figura 1). Apds a hidrolise, o
aumento do teor de fibras soluveis pode ser resultado da conversao de fibras
insoluveis e as propriedades de hidratacdo podem ter melhorado porque a estrutura
modificada facilita a entrada de agua na matriz. Ademais, o préprio aumento de
fibras soluveis pode contribuir para elevagao da hidratacdo do material modificado,
devido a sua superior habilidade de hidratar e se misturar com a matriz alimenticia
(Dang & Vasanthan, 2019).

O aumento da concentragdo enzimatica possibilita maior clivagem das
moléculas de polissacarideos da parede celular (Figueiredo et al., 2018). Além disso,
elevadas temperaturas de hidrolise aumentam a velocidade da reagao devido ao
aumento da energia cinética das moléculas (Lehninger & Cox, 2017). No entanto,
para o conteudo de fibras soluveis e capacidade de intumescimento, o aumento dos
niveis de concentracdo enzimatica e temperatura de reagcado provocou incrementos
até a regido otima (0,44 — 0,8% de complexo enzimatico e 32 — 46 °C para fibras
soluveis e 0,38 — 0,74% de complexo enzimatico e 32 — 45 °C para capacidade de
intumescimento, Figuras 1a e 1c, respectivamente). A redugao destas respostas com
a continua elevagdo das variaveis do processo (Figuras 1a e 1c) pode estar
associada a eventual produgdo de carboidratos simples, como resultado da
solubilizagéo parcial das fibras insoluveis e, também, da hidrélise de fibras soluveis a
fragmentos ainda menores. Além disso, outras alteragcdes estruturais ndo favoraveis
para o intumescimento das particulas da amostra podem ter ocorrido, como o
colapso da matriz fibrosa e proteica, reduzindo o espago intersticial e,
consequentemente, diminuindo o intumescimento.

E importante ressaltar que o conteido maximo de fibras soluveis
alcangado neste estudo ainda é baixo (Figura 1a). Algumas hipdteses podem ser
levantadas para este comportamento. Em se tratando de uma mistura de enzimas, a

Viscozyme® L pode ter atividade, predominante, em pontos especificos da cadeia
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polissacaridica que resultou na formagdao de cadeias ainda longas e agucares
simples, ao ponto de ndo serem quantificados como fibra soluvel. Sendo estas,
supostamente, as transformagdes obtidas dentro da regido experimental estudada.
Ademais, a presenga de lignina dificulta o acesso da mistura enzimatica aos demais
compostos da parede celular do okara, diminuindo a eficiéncia do tratamento (Al
Loman & Ju, 2017). Pré-tratamentos, fisicos ou quimicos, poderiam ser métodos
promissores para reduzir a rigidez da parede celular, aumentando a area superficial
acessivel a enzima e, consequentemente, aumentos ainda maiores para esta
resposta poderiam ser notados com o uso posterior da mistura enzimatica. No
mesmo sentido, o estudo de Fischer et al. (2001) mostrou que a hidrdlise prévia da
soja por proteases aumenta a eficiéncia enzimatica de carboidrases, uma vez que
tanto as proteinas, como os carboidratos estdo envolvidos em uma matriz complexa.
Segundo os pesquisadores, as proteinas também dificultam o acesso das
carboidrases a seus substratos.

Zhou et al. (2009) observaram uma queda na produgdo de glicose,
durante a hidrdlise enzimatica de palha de trigo por uma mistura de celulases.
Quando todas as concentragdes enzimaticas utilizadas foram acima de
determinados valores, a reducao de glicose foi justificada pela competicao por sitios
de ligacao entre as enzimas do complexo ou a saturagao individual de cada enzima.

Para Pérez-Lépez et al. (2017) a cinética enzimatica da mistura de
carboidrases para hidrolisar as fibras do okara ndo é simples, pois em diferentes
condicdes, apds a obtengao do ponto de saturagao, ainda pode haver um posterior
aumento de fibras soluveis, indicando que a grande complexidade estrutural do
okara, com parede celular primaria e secundaria, assim como pectinas, proteinas,
celulose e hemiceluloses, podem provocar este comportamento.

Vong e Liu (2019) e Vong et al. (2017) obtiveram aumentos de 128 e
79% de fibras soluveis, respectivamente, em okara tratado com a mesma mistura de
carboidrases desta pesquisa, porém, sob diferentes condi¢des de hidrélise (3% de
complexo multi-enzimatico (v/m), 50 °C por 3 h, em ambos os estudos). Associando
0 uso desta enzima a tecnologia de alta pressédo hidrostatica, Pérez-Lopez et al.
(2017) alcangaram um incremento ainda maior, 2,5 vezes mais que o okara n&o
tratado.

Em relacdo a variavel temperatura, embora, no geral, exista a

correlacao positiva com velocidade de reagao, temperaturas mais altas podem levar
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a desnaturagdo e inativagao enzimatica com consequente redugao de atividade
(Lehninger & Cox, 2017). Rosset, Acquaro e Beléia (2014), ao hidrolisarem
(Viscozyme L) carboidratos da soja, observaram que a elevagdo da temperatura de
55 para 62 °C resultou na menor obtencdo de acgucares redutores. Isto porque
temperaturas acima de 60 °C sao préximas a temperatura de inativagao do
complexo enzimatico. Ademais, Gama, Van Dyk e Pletschke (2015) reportaram que
a Viscozyme L retém uma atividade residual acima de 90% apods 24 horas de
incubacao até 37 °C, entretanto, esta atividade diminui para 60% quando submetida
a 50 °C para bagaco de maca.

Para a capacidade de absorcao e retengdo de agua, ao contrario do
observado para as demais funcdes resposta, condigcdes extremas de hidrélise
(maiores concentragcdes do complexo e temperaturas mais elevadas) resultaram em
alteracdes do okara que levaram ao continuo aumento desta resposta (Figura 1b).

Seibel e Beléia (2009b) também observaram comportamentos distintos
entre as duas determinagdes de hidratacdo da fracdo solida de fibras de soja
hidrolisadas pela mesma mistura de carboidrases deste estudo. O volume de
intumescimento das particulas aumentou apds a hidrdlise, enquanto o indice de
absorcao de agua diminuiu. Ja Villanueva-Suarez, Pérez-Cozar e Redondo-Cuenca
(2013) obtiveram um aumento de 8,33 g/g para 10,76 g/g para capacidade de
retencdo de agua e de 9,44 mlL/g para 13,85 g/g para a capacidade de
intumescimento de okara tratado por outra mistura de carboidrases, Ultraflo L® (B-
glucanase e xilase).

Embora a capacidade de absorcao e retencdo de agua e a capacidade
de intumescimento sejam fungdes relacionadas a mesma propriedade, de
hidratagéo, as variaveis independentes do estudo exerceram diferentes efeitos sobre
elas (Tabela 2 e Figura 1). Isto pode ser explicado porque suas determinagdes e os
fatores que as influenciam sao diferentes. A capacidade de absorgao e retencao de
agua depende da conformagao molecular, tamanho de particulas e numero de sitios
de ligagcado das moléculas, sendo estimada pela quantidade de agua retida na matriz
sem que ocorra exsudagao apos a agcado de uma forga centrifuga, enquanto que a
capacidade de intumescimento € dependente também da porosidade, densidade e
solubilidade das particulas, sendo determinada pela fixagdo espontanea da agua
pela matriz fibrosa e proteica (Auffret, Ralet, Guillon, Barry & Thibault, 1994; Elleuch
et al., 2011).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643884710334#!
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3.2 OTIMIZACAO MULTI-RESPOSTAS E VALIDACAO EXPERIMENTAL DOS RESULTADOS

Visando a maximizacao das funcdes resposta de forma simultanea, a
condigdo 6tima para a hidrolise enzimatica do okara foi encontrada empregando-se
0,8% de complexo enzimatico a 46 °C por 3 h, segundo a desejabilidade global
gerada pelo programa estatistico utilizado (Anexo B). Esta condicdo, denominada
desejavel ou otimizada, possibilitou um aumento simultaneo de 105% do conteudo
de fibras soluveis, 34% da capacidade de absorgéo e retengéo de agua e 13% da
capacidade de intumescimento do okara, em relagdo a amostra nao tratada (Tabela
3).

Tabela 3 — Validagdo das fungbes resposta utilizando a condicdo desejavel’ para
modificagdo do okara por hidrélise enzimatica

Funcdes resposta Respostas preditas Respostas experimentais?
FS 2,65+ 0,102 2,73 £ 0,582
CARA 10,42 + 0,452 10,30 + 0,422
Cl 8,50 + 0,162 8,29 + 0,592

'Concentragdo de complexo enzimatico = 0,8; temperatura de reagdo = 46 °C. ?Médias de
duas repeti¢des e ftriplicata para cada repeticdo das analises de CARA e Cl e médias de
duas repeticdes e duplicata para cada repeticao para FS * desvio padrao. FS = conteudo de
fibras soluveis, expresso em g de FS/100 g de amostra, em base seca. CARA = capacidade
de absorc¢ao e retencédo de agua, expressa em g de agua absorvida e retida/g de amostra.
Cl = capacidade de intumescimento, expressa em mL/g de amostra. Letras iguais na mesma
linha ndo sao significativamente diferentes (p > 0,05).

Nesta mesma condigado, observa-se que as respostas preditas de todas
as fungdes resposta nao difeririam das experimentais (p > 0,05) (Tabela 3), portanto

estes modelos podem ser utilizados para fins preditivos.

3.3 CARACTERIZACAO FisiCA, QUIMICA E TECNOFUNCIONAL DO OKARA MODIFICADO

OTIMIZADO

O tratamento do okara, na condicdo otimizada, provocou alteracdes na
microestrutura de suas particulas, tornando-a mais fragmentada e porosa e menos
densa (Figura 2d, e e f) que o controle (Figura 2a, b e c). Figueiredo et al. (2018)
observaram, por meio de microscopia éptica de fluorescéncia, que a parede celular

integra presente no okara apds o tratamento com o complexo multi-enzimatico de
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carboidrases (Viscozyme® L) se tornou danificada e desorganizada, porém com

algumas regides nao alteradas, configurando uma hidrélise enzimatica parcial.

Figura 2 — Microscopia eletronica de varredura dos okaras controle (a, b e c) e
hidrolisado’ (d, e e f)

———————10.0um

(e)

400 0un- N LYY —— } D.0unt

Barras (a) e (d) = 400 um; (b) e (e) = 50 um; (c) e (f) = 10 ym. 'Okara tratado com 0,8% de
complexo enzimatico a 46 °C por 3 horas.

Desta forma, as micrografias permitiram observar alteragdes
morfolégicas do okara (Figura 2) importantes e que contribuem para a compreensao
de outras propriedades influenciadas por este tratamento (Tabelas 3 e 4).

A cor do okara foi alterada com o tratamento, tornando-se ligeiramente
mais escura, vermelha e amarela do que o controle (Tabela 4). Estas alteracdes
podem estar relacionadas a reacdo de Maillard durante a hidrolise e posterior
inativagao das enzimas, visto que a amostra foi submetida a elevadas temperaturas
(Muliterno, Rodrigues, Lima, Ida & Kurozawa, 2017).

A densidade aparente do okara diminuiu (1,7 vezes) apds a hidrolise
(Tabela 4). O mesmo comportamento foi observado por Villanueva-Suarez et al.
(2013) em okara tratado com xilanase e celulase. Esta alteracdo pode estar

relacionada com as novas caracteristicas estruturais do okara modificado, onde se
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observa uma estrutura menos densa e mais porosa que o controle (Figura 2). O pH
da amostra modificada corresponde a condigdo empregada para a hidrolise
enzimatica (pH 5,5 £ 0,1) e, portanto, se difere do pH da amostra controle, proximo
da neutralidade (Tabela 4).

Tabela 4 — Parametros de cor, densidade aparente, pH, composi¢ao quimica,
capacidade de absorgédo e retencdo de oleo, estabilidade dos solidos em agua e
solubilidade proteica em agua dos okaras controle e hidrolisado’

Okara
Controle Hidrolisado
L* 90,80 + 0,672 87,01 £ 0,70P
a* 0,22 +0,10P 0,990,172
b* 12,00 + 0,39P 16,57 £ 0,582
h* 88,90 + 0,492 86,58 + 0,47°
Densidade aparente 0,52 + 0,012 0,30 + 0,01°
pH 7,14 £ 0,042 5,60 + 0,02°
Umidade 10,06 £ 0,172 5,76 + 0,50P
Proteinas 43,90 £ 0,252 42,97 + 0,58
Lipideos 2,72 + 0,262 2,26 + 0,22
Cinzas 3,46 + 0,062 3,14 + 0,20
Fibras soluveis 1,33+ 0,11b 2,73 + 0,582
Fibras insoluveis 50,27 + 0,992 4541 +£1,71b
Acgucares totais 6,97 + 0,51° 9,59 + 0,912
Capacidade de absorgao e retencao de 6leo 3,20 + 0,23P 5,54 + 0,562
Estabilidade dos solidos em agua 9,32 + 0,022 9,44 + 0,622
Solubilidade proteica em agua 12,09 + 0,952 11,31 + 1,812

'Okara tratado com 0,8% de complexo enzimatico a 46 °C por 3 horas.

Médias de duas repeticbes e triplicata para cada repeticdo das analises, exceto fibras
soluveis e insoluveis, médias de duas repeticdes e duplicata para cada repeticao + desvio
padrao.

Parametros de cor: L* = luminosidade (0 = preto; 100 = branco); a* (- a = verde; + a =
vermelho); b* (- b = azul; + b = amarelo); h* (tonalidade cromatica): 0° = vermelho puro; 90°
= amarelo puro; 180° = verde puro; 270° = azul puro.

Densidade aparente expressa em g/mL.

Resultados de umidade, proteinas, lipideos, cinzas, fibras e agucares totais expressos em
g/100 g de amostra em base seca, exceto umidade.

Capacidade de absorgéao e retengao de 6leo, expressa em g de 6leo absorvido e retido/g de
amostra.

Estabilidade dos sélidos em agua, expressa em volume (mL) do sedimento umido/g de
amostra.

Solubilidade proteica em agua expressa em g de proteina soltvel/100 g de proteinas totais.
Letras iguais na mesma linha ndo sao significativamente diferentes (p > 0,05).

Apos a hidrdlise, houve alteragado na composigao quimica do okara (p <
0,05) (Tabela 4). Os teores de proteinas, lipideos e cinzas foram apenas
ligeiramente menores que o controle. A reducdo do conteudo de fibras insoluveis da
amostra hidrolisada pode estar relacionada a conversdo dessas fibras para as



94

soluveis e agucares, que aumentaram com o tratamento (Tabela 4). Estes resultados
mostram que a hidrdlise enzimatica, além de provocar a modificagcdo de fibras
insoluveis para soluveis, resulta na liberacdo de agucares. O mesmo comportamento
foi observado por Vong e Liu (2019), onde, além do aumento do teor de fibras
soluveis, obtiveram um incremento de agucares simples, principalmente glicose e
galactose de okara tratado com a mesma mistura de carboidrases deste estudo.

A capacidade de absorcéo e retengao de 6leo do okara aumentou 73%
ap6s o tratamento (Tabela 4). Este aumento pode ter ocorrido devido a menor
densidade e a maior porosidade da amostra modificada (Figura 2), uma vez que esta
propriedade esta relacionada, principalmente, ao aprisionamento fisico do 6leo pela
matriz. Villanueva-Suarez et al. (2013) obtiveram um aumento superior para a
capacidade de retencdo de oleo, de 0,27 g/g para 6,94 g/g em okara hidrolisado por
Ultraflo L® (B-glucanase e xilase). Enquanto Seibel e Beléia (2009b) n&o observaram
a influéncia da hidrdlise enzimatica por caboidrases para esta propriedade em fibras
de soja.

O tratamento enzimatico ndo provocou alteragdes na estabilidade dos
sélidos em agua e na solubilidade das proteinas do okara em agua (Tabela 4). O
okara controle apresentou baixa solubilidade proteica em agua e em diferentes pHs
(Tabela 4 e Figura 3) porque a maior parte das proteinas sollveis dos graos é
extraida para o extrato de soja, remanescendo, portanto, majoritariamente as
proteinas insoluveis no okara (Figueiredo et al., 2018). Ademais, a posterior
secagem do okara pode ter ocasionado a desnaturacido e redugao na solubilidade
proteica. Somente em pH 12 ambas as amostras apresentaram maior solubilidade
proteica (Figura 3). Isto pode estar relacionado a forte repulsdo eletrostatica
intramolecular provocada pela alta carga liquida, o que resulta na expanséo e
desdobramento da molécula proteica. Especialmente em valores extremos de pH
alcalino, ocorre a ionizagcdo dos grupos carboxilicos, sulfidril e fendlico, parcialmente
inseridos, que levam a cadeia polipeptidica a desenovelar-se (Damodaran, 2008).

O uso de carboidrases, que provoca a ruptura dos polissacarideos da
parede celular, pode aumentar a solubilidade/extracao das proteinas, uma vez que
0s corpos proteicos estdo no interior da célula (Figueiredo et al., 2018). No entanto,
considerando esta hipotese, o tratamento térmico aplicado apds a hidrdlise para
inativacdo da enzima pode ter resultado na desnaturacdo das proteinas,

eventualmente, solubilizadas pelo tratamento e, por isso, a solubilidade proteica se
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apresentou baixa ap6s a modificacédo (Tabela 4 e Figura 3). Esta também pode ser a
razao pela qual a solubilidade proteica em pH 12 do okara reduziu apds o tratamento

enzimatico (Figura 3).

Figura 3 — Perfil de solubilidade proteica em diferentes pHs dos okaras controle e

hidrolisado’
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'Okara tratado com 0,8% de complexo enzimatico a 46 °C por 3 horas.
Letras diferentes entre os okaras para um mesmo pH indicam diferenca significativa (p <
0,05).

4 CONCLUSOES

A hidrolise enzimatica, utilizando a mistura de caboidrases, aumenta as
propriedades de hidratacdo e o teor fibras soluveis do okara. Sendo que, dentro da
faixa experimental estudada, a concentracdo do complexo multi-enzimatico e
temperatura de reagao provocam diferentes efeitos sobre as fungbes resposta.

A condicdo o6tima para modificagdo é de 0,8% do complexo multi-
enzimatico, 46 °C por 3 horas. O tratamento com o complexo multi-enzimatico na
condigao o6tima resulta em particulas de okara com microestrutura mais fragmentada
e menos densa, altera a composi¢cdo quimica e promove aumento de 73% na
capacidade de absorcgao e retencéo de dleo.

A hidrdlise por complexo multi-enzimatico mostra-se um método
apropriado para melhorar propriedades fisico-quimicas importantes para futura
aplicagao do okara, o que pode representar uma alternativa para a valorizagdo e o
aproveitamento deste residuo. No entanto, estudos futuros, relacionados a
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associagao de métodos, sdo necessarios para verificar se pré-tratamentos podem
facilitar a posterior hidrélise da rigida estrutura da parede celular presente no okara,
aumentando ainda mais o conteudo de fibras soluveis e as propriedades de

hidratacao.
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5.3 ARTIGO CIENTIFICO 3

Propriedades fisicas, quimicas e tecnofuncionais do okara: efeito da umidade

da amostra no processo de extrusao

RESUMO

Com o objetivo de aumentar as propriedades de hidratacdo e o conteudo de fibras
soluveis, okara com diferentes teores de umidade (30, 35 e 40%) foi extrusado em
equipamento mono-rosca, mantendo-se fixadas a temperatura (120 °C) e a
velocidade da rosca (115 rpm). Foram avaliadas as propriedades fisicas, quimicas e
tecnofuncionais de okaras extrusados e nao extrusado (controle). Microestrutura,
cor, composig¢ao quimica e propriedades tecnofuncionais dos okaras foram alteradas
apos a extrusdo. Dentre as amostras modificadas, o okara extrusado com 30% de
umidade apresentou alteragdes muito intensas, em relagdo as amostras extrusadas
com 35 e 40% de umidade. A partir dos resultados, pode-se inferir que o okara
extrusado com 35% de umidade € o mais adequado. Nesta condi¢gao, houve um
aumento de 80% no conteudo de fibras soluveis, 45% na capacidade de absorgéo e
retencdo de agua e 11% na estabilidade dos sélidos em agua, a manutengao da
capacidade de intumescimento e de absorcao e retencdo de 6leo e a reducgéo da
solubilidade proteica em agua.

Palavras-chave: Alteracao fisica. Fibras modificadas. Fibras soluveis. Capacidade
de absorgao e retencao de agua. Microestrutura.

1 INTRODUGAO

Okara é o residuo da produgdo do extrato de soja e tofu. E composto,
principalmente, por proteinas (15,2 — 33,4 g/100 g, base seca) e fibras alimentares
(42,4 — 58,1 g/100 g, base seca), sendo estas fibras constituidas, sobretudo, pelas
insoluveis (40,2 — 50,8 g/100 g, base seca) (VONG; LIU, 2016).

Considerando que para cada quilo soja utilizado na producéo de tofu,
de 1,1 — 1,2 kg de okara fresco ou Umido sao obtidos, uma grande quantidade deste
residuo é gerada, principalmente, em paises asiaticos, onde o consumo de produtos
a base de soja é elevado. Na China, por exemplo, sdo gerados 2,8 milhdes de
toneladas anualmente. Grande parte deste volume é destinada a alimentagédo animal
ou tratada como residuo. Seu descarte representa um problema ambiental, em
decorréncia da alta suscetibilidade a putrefagcdo. Entretanto, nos ultimos anos, um
crescente interesse em seu aproveitamento foi notado (LI et al., 2012; LI et al., 2013;
VONG; LIU, 2016).
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A utilizagcdo de subprodutos ricos em fibras insolluveis representa um
grande desafio para a industria alimenticia. Adicionalmente, embora muitos deles
promovam aporte funcional para saude em alimentos, muitas vezes, a limitacdo de
suas aplicagdes esta associada a caracteristicas sensoriais indesejaveis do produto
final, como textura granulosa e grosseira (GALDEANO; GROSSMANN, 2005; LI et
al., 2012).

Neste sentido, tratamentos quimicos das fibras alimentares tém sido
praticados ha anos com o intuito de modificar a sua estrutura e, consequentemente,
melhorar suas propriedades tecnofuncionais, o que poderia facilitar sua incorporagao
em alimentos. Nao obstante, a preocupacdo em reduzir o uso de produtos quimicos
durante a producéo de alimentos tem movido a industria e a comunidade cientifica
para estudar modificacbes fisicas e alcancar uma melhor funcionalidade.
Processamentos fisicos, como a extrusdo, o ultrassom e a tecnologia de alta
pressao, podem alterar as propriedades fisico-quimicas da fibra nativa e facilitar a
sua aplicagdo como ingrediente alimentar (SPOTTIl; CAMPANELLA, 2017).

Dentre as modificacbes alcancadas, destaca-se o aumento do
conteudo de fibras soluveis e das propriedades de hidratagdo. O aumento de fibras
soluveis € vantajoso, pois 0 seu consumo esta relacionado a mais beneficios a
saude do que as insoluveis. Além disso, a sua obtengao se torna importante, uma
vez que os alimentos fontes de fibras mais comuns sdo compostos, principalmente,
pelas insoluveis. De forma geral, as fibras soluveis, como pectinas, B-glucanas e
algumas hemiceluloses, apresentam potencial prebi6tico e o seu consumo esta mais
associado aos efeitos hipocolesterolémicos. Enquanto o das insoluveis esta
relacionado a regulacdo do funcionamento intestinal, fazendo parte deste grupo,
celulose, hemiceluloses e lignina (LI et al.,, 2012; MATEOS-APARICIO; MATEOS-
PEINADO; RUPEREZ, 2010).

A extrusao é um processo fisico de alta temperatura e curto tempo que
transforma matérias-primas e ingredientes crus em produtos intermediarios ou finais
(STEEL et al.,, 2012), sem gerar efluentes. Esta técnica desencadeia diversas
modificagdes, incluindo a composi¢cdo quimica do material e suas propriedades
tecnofuncionais (HUANG; MA, 2016). Isto ocorre devido a quebra de ligagdes
covalentes e nao covalentes dos polissacarideos e entre carboidratos e proteinas
associados as fibras (LI et al., 2012; SPOTTI; CAMPANELLA, 2017). As

transformacdes dependem das caracteristicas do material, tipo de equipamento e
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condi¢cbes de processamento, como umidade da amostra, velocidade da rosca e
temperatura (CHEN et al.,, 2014; HONCU et al.,, 2016). A umidade da amostra
influencia na drasticidade do processamento. Quanto menor a umidade, menor a
lubrificacdo do sistema, o que provoca um maior atrito e modificagdo do produto.
Normalmente, uma amostra com menor umidade resulta em produto mais
expandido. Portanto, a umidade da amostra € uma variavel importante de estudo,
pois pode controlar a intensidade das modificagcbes (CHEN et al., 2018; GHUMMAN
et al., 2016; STEEL et al., 2012; SETH; BADWAIK; GANAPATHY, 2015).

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi modificar o okara por
extrusao, utilizando amostras com diferentes conteidos de umidade, com o intuito
de aumentar as propriedades de hidratacado e o conteudo de fibras soluveis, além de

avaliar alteragdes das propriedades fisicas, quimicas e funcionais tecnologicas.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

O okara, proveniente da cultivar de soja TMG 7062 IPRO, foi doado por
uma industria processadora de tofu da cidade de Londrina, PR. Os reagentes

utilizados foram de grau analitico.

2.2 PREPARO DO OKARA

O okara foi seco a 60 °C por 12 h (Estufa TE - 394/2, Tecnal,
Piracicaba, Brasil), moido e desengordurado duas vezes com hexano na proporgao
de 1:10 (m/v) sob agitagdo (300 rpm) a temperatura ambiente por 1 hora. Em
seguida, filtrado a vacuo e seco a temperatura ambiente por 12 horas (OGUNWOLU
et al., 2009). Sendo sua composi¢ao: 10,06 g/100 g de umidade, 43,90 g/100 g de
proteinas, 2,72 g/100 g de lipideos, 3,46 g/100 g de cinzas, 1,33 g/100 g de fibras
soluveis, 50,27 g/100 g de fibras alimentares e 6,97 g/100 g de agucares totais, em
base seca, exceto umidade.
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2.3 MODIFICACAO DO OKARA POR EXTRUSAO

A extrusdo foi executada no Laboratério de Tecnologia do
Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Universidade Estadual de
Londrina. Foram estudados trés niveis de umidade da amostra para a modificagao
do okara por extrusdo. Para isso, ao okara foi adicionado o volume de agua
necessario para que a amostra atingisse a umidade final de 30, 35 ou 40% (v/m). O
material foi mantido sob refrigeragao (= 2 °C) por 24 horas e, em seguida, retirado da
geladeira e deixado a temperatura ambiente por 1 hora antes de ser extrusado.

As amostras, com diferentes niveis de umidade, foram extrusadas em
ordem aleatéria em um extrusor de parafuso unico (AX Plasticos, Diadema, Brasil),
com D =1,6 cm e L/D = 40. Os seguintes parametros de extrusdo foram mantidos
fixos: velocidade da rosca (115 rpm), temperatura (120 °C) e velocidade de
alimentacao constante. Estas condigbes de extrusdo foram determinadas em testes
preliminares com as amostras. Apds a extrusdo, as amostras foram secas em estufa
com circulagdo de ar (Estufa TE - 394/2, Tecnal, Piracicaba, Brasil), para reduzir o
conteudo de umidade para < 12% e moidas (IKA A11 Basic, S&o Paulo, Brasil) para
realizacdo das analises. As amostras (okara controle/ndao extrusado e extrusados)
foram mantidas sob refrigeragdo (= 2 °C), em sacos de polietileno selados, até a

realizagao das analises.

2.4 PROCEDIMENTOS ANALITICOS
2.4.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As amostras foram previamente mantidas em um dessecador com
cloreto de calcio por 10 dias, para retirar a umidade, e, em seguida, metalizadas com
ouro (grau de pureza de 99,6%; Sputter Coater SCD 050, BAL-TEC, Alemanha). A
microestrutura das amostras foi analisada em microscopio eletrénico de varredura
(Quanta 200, FEI, Estados Unidos).

2.4.2 Medidas de Cor

A cor das amostras foi medida em um colorimetro (CR400, Konica
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Minolta, Osaka, Japao) empregando-se iluminante padrédo D65 e geometria 45/0.
Foram obtidos os valores de L* (luminosidade), onde 0 = preto e 100 = branco, a*
(componente vermelho - verde), b* (componente amarelo - azul) e h* (tonalidade
cromatica), onde 0° = vermelho puro, 90° = amarelo puro, 180° = verde puro e 270°

= azul puro.

2.4.3 Densidade Aparente

Em uma proveta graduada foram acomodados 10 g de amostra. A
densidade aparente das amostras foi determinada pela razdo da massa e volume da
amostra, expressa em g/mL (SEIBEL; BELEIA, 2009).

2.4.4 Medidas de pH

Uma mistura de amostra e agua destilada (1:10, m/v) foi
homogeneizada e o pH medido em potencibmetro digital (HI 3221, HANNA,
Romeénia), previamente calibrado com solugdes tampao de pH 4,0 e 7,0 (KAMIZAKE;
VAREA; PRUDENCIO, 2014).

2.4.5 Composicdo Quimica

Os teores de proteinas, lipideos, cinzas e umidade foram determinados
segundo a AOAC (2012). O nitrogénio foi determinado por Kjeldahl e o fator de
conversao de 6,25 empregado para calcular as proteinas. As fibras soluveis e
insoluveis foram determinadas pelo método enzimatico-gravimétrico 991.43 da
AOAC (2012), utilizando as enzimas a-amilase, amiloglucosidase e protease da
marca Sigma. Os acgucares totais foram determinados pelo método colorimétrico de
fenol-sulfurico (DUBOIS et al., 1956), sendo a absorbancia lida a 490 nm em
espectrofotdmetro (S22 UV-Visivel, Biochrom Libra, Inglaterra). Os resultados foram

expressos em base seca, exceto umidade, em g/100 g de amostra.

2.4.6 Capacidade de Absorgdo e Retencdo de Agua ou Oleo

Uma mistura de amostra e agua destilada ou 6leo de soja (1:30, m/v)
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foi mantida sob agitagcdo (250 rpm) por 30 minutos. Em seguida, o material foi
centrifugado a 1000 x g por 10 minutos (Centrifuga 5804 R, Eppendorf, Alemanha).
Apos o descarte do sobrenadante, o sedimento umido foi pesado. A capacidade de
absorcao e retencdo de agua ou 6leo foi expressa em massa (g) de agua ou 6leo
absorvida e retida/g de amostra (SEIBEL; BELEIA, 20009).

2.4.7 Capacidade de Intumescimento

Em uma proveta graduada, uma mistura de amostra (250 mg) e agua
destilada (5 mL) foi agitada (125 rpm) por 30 min para a remogéo das bolhas de ar e
deixada em repouso overnight. O volume (mL) ocupado pela amostra foi medido e a
capacidade de intumescimento expressa em mL/g de amostra (MATEOS-APARICIO;
MATEOS-PEINADO; RUPEREZ, 2010).

2.4.8 Estabilidade de Solidos em Agua

A estabilidade de sélidos em agua foi determinada misturando-se
amostra e agua destilada (6%, m/v) em uma proveta graduada durante 1,5 minutos
sobre uma chapa com agitacdo. A mistura foi deixada em repouso por 10 minutos e
o volume do sedimento foi medido. O volume ocupado pelo sedimento correspondeu
a estabilidade dos solidos em agua, que foi expressa como mL/g de amostra
(CHARUNUCH; BOONYASIRIKOOL; TIENGPOOK, 2003).

2.4.9 Solubilidade das Proteinas em Agua

Para a determinagao de solubilidade proteica em agua, uma mistura de
amostra e agua destilada (1:50, m/v) foi agitada em haste agitadora (TE 102, Tecnal,
Brasil) a 12000 rpm por 2 minutos e, em seguida, centrifugada a 3700 x g por 25
minutos (Centrifuga 5804 R, Eppendorf, Alemanha). Proteinas foram determinadas
pelo método Kjeldahl (N x 6,25). A relagdo entre a proteina no sobrenadante e a
proteina total na amostra indicou a solubilidade proteica. O resultado foi expresso
em gramas de proteinas soluveis por 100 g de proteinas totais na amostra
(KAMIZAKE; VAREA; PRUDENCIO, 2014).
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2.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA

O experimento seguiu o delineamento inteiramente casualizado com
duas repeticoes. As anadlises das amostras controle e extrusadas, para cada
repeticdo do experimento, foram realizadas em triplicata (n = 2 x 3 = 6), exceto as
fibras soluveis e insoluveis que foram medidas em duplicata para cada repetigdo do
experimento (n =2 x 2 =4).

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) de um
fator e teste de comparacao de médias de Tukey no nivel de 5% de significancia. O
programa estatistico utilizado foi o Statistica 10.0 (STATSOFT, INC., 2011).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As micrografias mostram diferengas morfolégicas entre os okaras
controle e extrusados em todas as condigdes de modificacao (Figura 1).

Os okaras extrusados apresentaram aspectos gerais de microestrutura
semelhantes entre si, com superficie irregular e rugosa, partes estriadas, orificios,
provavelmente formados pelas bolhas de vapor, como resultado da rapida
evaporacgao de agua interna do produto na saida da extrusora devido a liberacédo de
pressdo (DAMODARAN, 2008). Além disso, notam-se algumas particulas
aglomeradas, além da aparéncia distorcida, compacta e amorfa, que néo foram tao
evidentes na amostra controle. Outros pesquisadores observaram alteragdes
estruturais similares em okara apds a extrusdo, como a rugosidade superficial,
presenca de orificios e particulas distorcidas, como consequéncia da perda de
cristalinidade e da quebra da cadeia polissacaridica. Estas modificagdes estruturais
podem ter um impacto sobre as propriedades de hidratagdo e solubilidade em agua
do okara extrusado (CHEN et al., 2014; LI et al., 2012).
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Figura 1 — Microscopia eletrénica de varredura de okaras controle (a, b), E30% (c,
d), E35% (e, f) e E40% (g, h)
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E30% = okara extrusado com 30% de umidade. E35% = okara extrusado com 35% de
umidade. E40% = okara extrusado com 40% de umidade. Barras (a) e (g) = 400 um; (c) e (e)
=500 pm; (b), (d), (f) e (h) =20 pm.
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Os parametros de cor foram alterados apos a extrusao do okara com
diferentes conteudos de umidade, se tornando mais escuros (reducdo de L%),
vermelhos (aumento de a*) e amarelos (aumento de b*) em relagdo ao controle
(Tabela 1). As alteragbes de cor de produtos extrusados estdo relacionadas,
principalmente, com a reagcédo de Maillard durante o processo (FANG; ZHANG; WEI,
2014; STEEL et al., 2012).

Tabela 1 — Cor de okaras controle e extrusados com diferentes concentracbes de
umidade

Okara
_Controle E30% E35% E40%
(ndo extrusado)
L* 90,80 + 0,672 80,96 + 0,21¢ 80,09 + 0,92¢ 83,57 + 0,25
a* 0,22 +0,10¢ 1,33 + 0,06° 1,52 £ 0,092 1,62 £ 0,072
b* 12,00 + 0,394 14,98 + 0,30¢ 16,38 + 0,72° 17,38 + 0,402
h* 88,90 + 0,492 84,92 +0,17° 84,70 + 0,19P 84,69 + 0,22°

E30% = okara extrusado com 30% de umidade. E35% = okara extrusado com 35% de
umidade. E40% = okara extrusado com 40% de umidade. Médias de duas repeticdoes e
triplicata para cada repeticao + desvio padréo. L* = luminosidade (0 = preto; 100 = branco);
a* (- a = verde; + a = vermelho); b* (- b = azul; + b = amarelo); h* = tonalidade cromatica (0°
= vermelho puro; 90° = amarelo puro; 180° = verde puro; 270° = azul puro). Letras iguais na
mesma linha ndo sao significativamente diferentes (p > 0,05).

Dentre as amostras modificadas, o okara extrusado com 40% de
umidade se apresentou mais claro do que os demais, indicando que, na extrusao, o
aumento de umidade da amostra inicial resulta em um produto final mais claro. Por
outro lado, a utilizacdo de menores umidades da amostra durante a extrusao pode
ter favorecido a reagao de Maillard (SINGH; GAMLATH; WAKELING, 2007).

Os extrusados apresentaram diferengas entre si para os parametros a*
e b*, sendo que quanto maior o conteudo de umidade na amostra inicial, mais
vermelhos e amarelos se tornaram apoés a extrusdo. A reducédo do parametro h* dos
extrusados indicou a mudanca da tonalidade amarela para vermelha, em funcao da
extrusdo (Tabela 1). Alteragdes de cor pela extrusdo podem ser um indicador da
importancia da umidade na intensidade do processo, como alteragbes quimicas e
nutricionais.

A composicao quimica do okara foi alterada com a extrusao (Tabela 2).
No geral, os teores de proteinas, cinzas e agucares totais diminuiram, enquanto os
conteudos de lipideos e fibras soluveis aumentaram. A alteracao no teor de lipideos

pode ser consequéncia da formacdo de um complexo proteina-lipideo durante a
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extrusdao (HONCU et al., 2016; LI et al., 2012). Isto pode ter influenciado a sua
quantificacdo por meio do método empregado neste estudo. Ja a redugdo no
conteudo de proteinas do okara apds a extrusao pode ser decorrente do balango
quimico entre os componentes. Dust et al. (2004) também observaram reduc¢ao do

conteudo de proteinas em farinhas de cevada e milho apds a extruséao.

Tabela 2 — Composigao quimica de okaras controle e extrusados com diferentes
concentracdes de umidade

Okara
_Controle E30% E35% E40%
(ndo extrusado)
Umidade 10,06 + 0,172 6,61+0,54> 781+0,73° 9,64+ 1,342
Proteinas 43,90 + 0,252 38,02 +0,77°¢ 41,49 +0,61° 40,26 + 1,10P
Lipideos 2,72 + 0,26 454 +1112 3,81+0,732 3,81+ 1,062
Cinzas 3,46 £ 0,062 3,11+0,11* 344 +0,232 2,65+0,24¢
Fibras sollveis 1,33+ 0,11b 2,19+0,242 240+0,232 2,18+0,262
Fibras insoluveis 50,27 + 0,992 50,01 £1,072 48,15+1,122 49,62 + 0,882
Aclcares totais 6,97 £ 0,512 521+0,49* 6,09+0,432® 6,66+ 0,592

E30% = okara extrusado com 30% de umidade. E35% = okara extrusado com 35% de
umidade. E40% = okara extrusado com 40% de umidade. Médias de duas repeticdes e
triplicata para cada repeticao, exceto fibras sollveis e insolliveis, médias de duas repeti¢cdes
e duplicata para cada repeticdo + desvio padrao. Resultados expressos em g/100 g de
amostra em base seca, exceto umidade. Letras iguais na mesma linha n&o séo
significativamente diferentes (p > 0,05).

Em relacdo as fibras alimentares, as amostras extrusadas
apresentaram maior conteudo de fibras soluveis do que o controle (Tabela 2), sendo
o incremento médio de 70%. Este comportamento foi relatado por diversos
pesquisadores e foi justificado pela conversado das fibras insoluveis para soluveis,
como resultado da quebra das ligagdes covalentes e nao covalentes dos
polissacarideos e entre carboidratos e proteinas associados as fibras, liberando
fragmentos menores e mais soluveis durante a extrusao (CHEN et al., 2014; DUST
et al., 2004; GAJULA et al., 2008; HONCU et al., 2016; LI et al., 2012; SPOTTI,
CAMPANELLA, 2017). No entanto, nota-se que o conteudo de fibras insoluveis ndo
diminuiu em nenhuma condigdo de extrusdo (Tabela 2). Observa-se também que
quando okara foi extrusado com 30% de umidade, o conteudo de agucares totais
reduziu em relagcdo ao controle. A extrusao pode modificar os carboidratos em novos
compostos que podem ser tdo insoluveis e resistentes a digestdo enzimatica, como
os produtos da reacao de Maillard, que podem ser quantificados como compostos

insoluveis (LI et al., 2012). Provavelmente, este foi o motivo pelo qual os teores de


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dust%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15137844

109

fibras insoluveis ndo diminuiram e os agucares reduziram na amostra extrusada com
30% de umidade.

Dentre os extrusados, as diferencas na umidade da amostra inicial
resultaram em okaras com diferentes composi¢des quimicas (Tabela 2). Porém,
nota-se que, no geral, a maior diferenga é encontrada entre os okaras extrusados
com 30% de umidade versus 35 e 40% de umidade, enquanto estes dois ultimos
mostraram composi¢des semelhantes entre si, com excegao do teor de cinzas.

O pH da amostra extrusada com 30% de umidade apresentou-se
ligeiramente maior do que as demais, o que pode estar relacionado com a maior
decomposigcao de aminoacidos e liberagdo de amdnia em alimentos extrusados com
menores conteudos de umidade (STANLEY, 1989; STEEL et al., 2012), mas todas
mantiveram-se proximas da neutralidade (Tabela 3).

A densidade aparente aumentou apds a extrusdo do okara, sendo que
as amostras com maiores conteudos de umidade inicial (35 e 40%) apresentaram
maiores densidades apos a extrusdo (Tabela 3). Resultados semelhantes foram
encontrados por Ghumman et al. (2016) e Seth, Badwaik e Ganapathy (2015), cujo
aumento de umidade da amostra, durante a extrusao, resultou em extrusados mais
compactos e densos. Segundo Damodaran (2008), quando o produto sai da
extrusora, a liberagcdo de pressao faz com que a agua evapore instantaneamente,
ocasionando a formacao de bolhas de vapor e consequente expansao do produto.
No entanto, no processo de extrusdo, o emprego de umidades elevadas na amostra
inicial resulta em baixa expansao dos produtos. Isto ocorre porque a agua atua como
plasticizante, reduzindo a viscosidade e a dissipacao de energia mecanica dentro do
extrusor e, assim o produto se torna mais denso e o crescimento de bolhas de vapor
€ reprimido, diminuindo a expansédo do produto. Ainda segundo Seth, Badwaik e
Ganapathy (2015), elevados teores de fibras e proteinas da matéria-prima podem
ocasionar interagdes entre estes componentes, formando um complexo que impede
a expansao do extrusado na saida da matriz, sendo que ingredientes com elevado
teor de fibras alimentares resultam em baixa expansao de extrusados.

A capacidade de absorgao e retengcéo de agua aumentou 40, 45 e 41%
apos o okara ser extrusado com 30, 35 e 40% de umidade, respectivamente (Tabela
3). Este aumento pode ter ocorrido devido as alteragbes estruturais no okara,
provocadas pela extrusdo, como a rugosidade superficial e os poros, observados

nas micrografias (Figura 1), que facilitaram a penetragcdo de agua na matriz. Além
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disso, o maior conteudo de fibras soluveis dos okaras extrusados (Tabela 2) pode ter
contribuido para o aumento desta propriedade. Um incremento similar (42%) foi

observado por Chen et al. (2014) em okara extrusado.

Tabela 3 — pH e propriedades tecnofuncionais de okaras controle e extrusados com
diferentes concentracées de umidade

Amostras
_ Controle E30% E35% E40%
(ndo extrusado)
pH 7,14 £ 0,04° 7,33+0,132 7,21+£0,02> 7,17 £0,06°
Densidade 0,52+0,01°  0,64+0,01° 0,67+0,00° 0,67 + 0,02
aparente
Capacidade de
absorgéo e 7,66 £ 0,18° 10,73 +0,632 11,09+0,732 10,77+ 0,362
retengao de agua
Capacidade de 732+0212  647+035 7,51+0,30° 7,53+ 0,412
intumescimento
Capacidade de
absorgao e 3,20 + 0,232 2,51+0,26° 2,89+0,172 2,87 £ 0,202

retencao de 6leo
Estabilidade dos
sélidos em agua

Solubilidade 12,09+ 0,95% 610+£084° 980+004> 927+1,11b
protelca em agua

9,32 + 0,022 7,92 +0,20¢ 8,33+0,26° 8,10+ 0,16

E30% = okara extrusado com 30% de umidade. E35% = okara extrusado com 35% de
umidade. E40% = okara extrusado com 40% de umidade.

Médias de duas repeticdes e triplicata para cada repeticao + desvio padrao.

Densidade aparente expressa em g/mL.

Capacidade de absorgao e retengao de agua/dleo, expressa em g de agua/dleo absorvido e
retido/g de amostra.

Capacidade de intumescimento, expressa em mL/g de amostra.

Estabilidade dos sodlidos em agua, expressa em volume (mL) do sedimento Uumido/g de
amostra.

Solubilidade proteica em agua expressa em g de proteina soltvel/100 g de proteinas totais.
Letras iguais na mesma linha ndo sao significativamente diferentes (p > 0,05).

As capacidades de intumescimento e de absorgao e retencdo de 6leo
nao sofreram alteragao quando okara foi extrusado com umidade inicial de 35 e 40%
(Tabela 3). J& com 30% de umidade, estas propriedades foram reduzidas. Nesta
ultima condig¢ao, pode ter ocorrido o rompimento da estrutura da fibra, visto que o
colapso da matriz fibrosa diminui o espacgo intersticial e destréi as estruturas
responsaveis pela interagdo com a agua ou pelo aprisionamento de 6leo. Ademais, a
extrusdo pode ter provocado alteracdes estruturais nas moléculas proteicas. Pois,

durante este processo, as proteinas sao desnaturadas e reestruturadas, podendo
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formar agregados proteicos insoluveis € com menor area disponivel para retencéo
de agua. Desta forma, pode diminuir a exposicdo e disponibilidade de sitios
hidrofilicos e ndo polares que poderiam interagir com a agua e oleo (MURATE;
PRUDENCIO-FERREIRA, 1999). Outros pesquisadores obtiveram incremento das
propriedades de intumescimento (CHEN et al., 2014; LI et al., 2012) e absorgéo e
retencao de d6leo (LI et al.,, 2012) em okara extrusado com diferentes teores de
umidade, 80% (fresco, sem pré-tratamento) (CHEN et al., 2014) e 35% ( LI et al,,
2012). Li et al. (2012) atribuiram o aumento da capacidade de intumescimento a
expansao do residuo com o processo de extrusao.

A estabilidade dos solidos em agua do okara melhorou apds a extrusao
em todos os conteudos de umidade (Tabela 3), o que pode estar relacionado com o
aumento do conteudo de fibras soluveis das amostras extrusadas (Tabela 2). O
okara extrusado com 30% de umidade apresentou o melhor resultado dentre os
demais, pois resultou em um menor volume de sedimento Uumido. A menor
densidade desta amostra (Tabela 3) pode ter contribuido para esta propriedade.

A solubilidade proteica em agua do okara reduziu apos a extrusao
(Tabela 3), sendo que a amostra extrusada com 30% de umidade apresentou a
menor solubilidade dentre as demais. As alteragdes estruturais nas moléculas
proteicas e a formacado de agregados proteicos insoluveis, resultantes da acao da
alta temperatura e compressao da rosca na extrusdo, além de influenciarem as
propriedades de intumescimento e absor¢cdo e retencdo de oleo dos extrusados,
como mencionado anteriormente, também podem causar a reducdo ou perda da
solubilidade proteica (FANG; ZHANG; WEI, 2014; PIETSCH et al.,, 2019;
PRUDENCIO-FERREIRA; AREAS, 1993; STEEL et al., 2012). Neste contexto, estes
efeitos foram menos evidenciados para o okara extrusado com teores de umidade
mais elevados (35 e 40%), pois quanto maior a umidade da amostra, menor sera a
acao de cisalhamento na extrusora e, portanto, menor dano a matriz proteica.

E importante notar que os okaras extrusados com 35 e 40% de
umidade resultaram em produtos com as funcionalidades tecnoldgicas idénticas
(Tabela 3), indicando que o aumento de umidade inicial da amostra de 35 para 40%
nao possuiu efeito sobre estas propriedades. A extrusdo da amostra com 30% de
umidade resultou em uma modificagdo mais intensa do que as demais. No processo
de extrusdo, uma menor umidade inicial da amostra faz com que haja aumento do

atrito e da drasticidade do processo no cilindro e, consequentemente, as
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transformagdes quimicas dos produtos sdo mais drasticas; a maior umidade da
amostra confere menor agcdo de cisalhamento, devido ao efeito plasticizante da
agua, causando menor mudanga a matéria-prima (GHUMMAN et al., 2016; SETH;
BADWAIK; GANAPATHY, 2015). Por isso, a amostra extrusada com 30% de
umidade apresentou alteragbes mais intensas, conforme indicadas pelas
propriedades estudadas. Porém, para algumas propriedades a intensidade destas
alteracdes foi prejudicial.

Deve-se considerar que as amostras extrusadas passaram por um
processo de moagem, uma vez que o0 material era muito rigido. Isto pode ter

contribuido para as alteragbes observadas nas propriedades estudadas.

4 CONCLUSOES

A extrusao altera a microestrutura, a composi¢ao quimica, a cor e as
propriedades tecnofuncionais do okara. Os extrusados, nas trés umidades iniciais
estudadas, podem ser novas opg¢des de ingredientes com maior conteudo de fibras
soluveis e maior capacidade de absor¢cao e retengdo de agua. O tratamento
realizado com 35 e 40% de umidade da amostra resulta em okaras com
propriedades similares, porém, o uso de 35% de umidade reduziria a quantidade
necessaria de um ingrediente (agua) para o processamento. A extrusdo com 30% de
umidade da amostra provoca uma modificagdo mais drastica, resultando, inclusive,
na reducao da capacidade de intumescimento e capacidade de absorcao e retencao
de d6leo. Portanto, pode-se inferir que o tratamento com 35% de umidade da amostra
€ 0 mais adequado para a modificagdo do okara. Nesta condicdo, ocorre um
aumento do conteudo de fibras soluveis, da capacidade de absorcao e retencao de
agua e da estabilidade dos sdélidos em agua, a manutencdo da capacidade de
intumescimento e de absorcdo e retengdo de 6leo e a reducdo da solubilidade
proteica em agua do okara, apds a extrusdo. Este tratamento poderia ser uma

alterativa para o aproveitamento e agregacao de valor do okara.
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5.4 ARTIGO CIENTIFICO 4

Tratamento com solucao de peréxido de hidrogénio alcalino ou extrusao
anterior a hidrélise enzimatica por mistura de carboidrases alteram as

propriedades fisico-quimicas de okara

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi verificar o efeito da associagdo de métodos de
modificagdo do okara sobre o conteudo de fibras soluveis e propriedades funcionais.
Para isto, o okara foi previamente tratado por extrusdo ou solugao de peréxido de
hidrogénio alcalino e, em seguida, cada amostra modificada foi hidrolisada
empregando-se um complexo multi-enzimatico composto por uma mistura de
carboidrases (celulase, hemicelulase, arabanase, beta-glucanase e xilanase). O
impacto da associacdo dos tratamentos sobre a microestrutura, cristalinidade, cor,
composi¢cao quimica, pH e propriedades tecnofuncionais do okara também foi
estudado. A associacao de extrusio e hidrolise enzimatica provocou um aumento do
conteudo de fibras de baixa massa molecular e da capacidade de absorgédo e
retencdo de 6leo, redugdo da capacidade de absorcdo e retengdo de agua e da
densidade aparente e manutencdo da capacidade de intumescimento, estabilidade
dos solidos em agua e solubilidade proteica em agua, em relagdo aos métodos néo
associados. O tratamento com a solugao de perédxido de hidrogénio alcalino seguido
de hidrélise enzimatica ocasionou aumento de agucares e da capacidade de
intumescimento, manutencédo da capacidade de absorgéo e retencdo de agua e da
estabilidade dos sdélidos em agua e reducido da capacidade de absorgéo e retencao
de dleo e solubilidade proteica, em comparacdo aos meétodos individuais. Ambas as
associagbes provocaram alteragcbes na microestrutura, cristalinidade, cor e
composi¢cdo quimica do okara. As associa¢gdes de métodos para modificagcdo do
okara resultaram em alteracbes favoraveis para algumas propriedades
tecnofuncionais, como uma forma de agregar valor a este residuo e ampliar o seu
aproveitamento.

Palavras-chave: Fibras modificadas. Residuo fibroso. Microscopia eletrénica de
varredura. Difragédo de raios X. Propriedades funcionais tecnoldgicas.

1 INTRODUGAO

O okara é o residuo gerado durante a producao do extrato de soja e do
tofu. Para cada quilo de soja utilizado na produgéo de tofu, em torno de 1,2 kg de
okara fresco ou umido sdo gerados. Seu uso € pouco expressivo, sendo destinado
para alimentacao animal ou tratado como residuo. Em base seca, é constituido de
42 — 58% de fibras alimentares, sobretudo pelas insoluveis (40 — 51%), e de 15 —
33% de proteinas (LI et al., 2019; VONG,; LIU, 2016).
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As fibras alimentares podem ser classificadas pela solubilidade em
agua, em insoluveis ou soluveis. Os dois grupos apresentam diferentes fung¢des no
organismo humano. As fibras insoluveis aceleram o transito intestinal e aumentam o
volume do bolo fecal, contribuindo para a reducdo de doengas gastrointestinais.
Celulose, hemiceluloses e lignina fazem parte deste grupo. Ja o consumo de fibras
soluveis esta associado a ainda mais beneficios a saude do que as insoluveis,
retardam o esvaziamento gastrico e o ritmo de absor¢cdo de glicose e colesterol,
apresentam potencial prebidtico, dentre outros. Pectinas e algumas hemiceluloses
sdo exemplos de fibras soluveis (LI et al., 2012; LI et al., 2019; MATEOS-APARICIO;
MATEOS-PEINADO; RUPEREZ, 2010). Neste contexto, considerando a baixa
proporgcao de fibras soluveis do okara (< 5% do total de fibras alimentares), a sua
obtencdo, por meio de tratamentos, €& importante para a valorizagdo e
aproveitamento deste residuo.

Apesar disso, do ponto de vista tecnologico, ingredientes com elevado
conteudo de fibras insoluveis, quando aplicados em formulacbes alimenticias,
apresentam caracteristicas indesejaveis no produto final, como a textura granulosa e
grosseira, tornando importante a modificagdo desses materiais (GALDEANO;
GROSSMANN, 2005; WANG et al., 2019).

Tratamentos quimicos, fisicos e enzimaticos tém sido empregados para
aumentar o conteudo de fibras soluveis e/ou melhorar as propriedades funcionais
tecnoldgicas de residuos agroindustriais com elevado conteudo de fibras, resultando
em ingredientes com maiores possibilidades de aplicagdo (DANG; VASANTHAN,
2019; FAYAZ et al., 2019; GALDEANO; GROSSMANN, 2005; HUANG; MA, 2016;
ULLAH et al.,, 2017; ULLAH et al., 2018). Dentre estes tratamentos, a hidrélise
enzimatica, por carboidrases, utilizada para degradar os polissacarideos da parede
celular vegetal, pode tornar a estrutura do material mais porosa, melhorando as
propriedades de hidratagao, e liberar fragmentos mais solluveis, como resultado da
conversao de fibras insoluveis para soluveis.

No entanto, a complexa estrutura e a rigidez da parede celular presente
nestes residuos, atribuidas, principalmente, a cristalinidade da celulose e da intima
associagao entre a celulose, hemicelulose e lignina (AL LOMAN; JU, 2017; FUNG;
YUEN; LIONG, 2010), os tornam resistentes a digestibilidade enzimatica. Em vista
disto, tratamentos prévios destes materiais podem ser meios promissores para
facilitar o acesso das enzimas a seus substratos (DANG; VASANTHAN, 2019; YU,
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YANG, 2019). Tratamentos quimicos, como o0 uso de solugdo de peroxido de
hidrogénio alcalino, sdo efetivos para a solubilizagdo de lignina e hemiceluloses e
para a reducdo da cristalinidade da celulose, por meio da ruptura das ligagdes de
hidrogénio intra e intermoleculares (GALDEANO; GROSSMANN, 2005; GOULD;
FREER, 1984). Métodos fisicos, como a extrusdo, que utiliza alta temperatura e
pressdo e curto tempo, podem modificar a estrutura nativa das fibras, devido a
quebra de ligagbes covalentes e ndo covalentes dos polissacarideos e entre
carboidratos e proteinas associados as fibras (LI et al., 2012; SPOTTI;
CAMPANELLA, 2017). Ambos os métodos podem desintegrar a estrutura rigida da
parede celular presente no okara, permitindo que as enzimas penetrem com maior
facilidade (DANG; VASANTHAN, 2019).

Portanto, o objetivo deste estudo foi modificar o okara por meio de
associagbes de meétodos, extrusdo ou solugdo de perdxido de hidrogénio alcalino
anterior a hidrolise enzimatica, por um complexo multi-enzimatico composto por
carboidrases, visando o aumento de fibras soluveis e das propriedades de
hidratacdo, e estudar seus efeitos sobre as propriedades fisicas, quimicas e

tecnofuncionais.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

O okara, proveniente da producao de tofu, foi doado por uma industria
local (Londrina — PR). Para produgéo de tofu, a soja utilizada era da cultivar TMG
7062 IPRO. Para a hidrélise dos polissacarideos da parede celular do okara foi
utilizado o complexo multi-enzimatico Viscozyme® L (Novozymes, Dinamarca),
composto pelas enzimas celulase, hemicelulase, arabanase, beta-glucanase e
xilanase, gentilmente concedido pela empresa Tovani Benzaquen, Sdo Paulo — SP.
As enzimas eram oriundas de Aspergillus aculeatus com atividade 100 unidades de

Fungal Beta-Glucanase (FBG)/g. Os reagentes eram de grau analitico.
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2.2 PREPARO DO OKARA

O okara foi desidratado em estufa com circulagdo de ar (Estufa TE -
394/2, Tecnal, Piracicaba, Brasil) a 60 °C por 12 h. Em seguida, foi moido e
desengordurado com hexano (1:10, m/v), sob agitagcdo (300 rpm) a temperatura
ambiente por uma hora, filtrado a vacuo e seco a temperatura ambiente por 12

horas. O desengorduramento foi realizado duas vezes (OGUNWOLU et al., 2009).

2.3 MODIFICACOES DO OKARA

Em nossos estudos anteriores, o okara foi modificado por extrusao (ET)
(Yoshida e Prudencio/Artigo 3), solugdo de peroxido de hidrogénio alcalino (PHA)
(Yoshida e Prudencio/Artigo 1) ou hidrdlise enzimatica (HE) (Yoshida e
Prudencio/Artigo 2), separadamente, e as melhores condigdes para cada tratamento
foram estabelecidas, visando a maximizacao de fibras soluveis e propriedades de
hidratagdo. No presente estudo, estes métodos foram associados, resultando em
novas amostras modificadas: okara previamente extrusado e entdo hidrolisado
enzimaticamente (ET + HE) e okara previamente tratado com a solugcédo de peréxido

de hidrogénio alcalino e entao hidrolisado enzimaticamente (PHA + HE).

2.3.1 Extrusao

Inicialmente, o okara foi condicionado a 35% de umidade, adicionando-
se o volume de agua requerido, e mantido sob refrigeracao (= 2 °C) por 24 horas.
Em seguida, a amostra foi processada em um extrusor mono-rosca (AX Plasticos,
Diadema, Brasil), com D = 1,6 cm e L/D = 40, fixando a velocidade da rosca em 115
rpm e a temperatura a 120 °C, com alimentagao constante. Apds a extrusao, o okara
foi seco em estufa com circulagdo de ar (Estufa TE - 394/2, Tecnal, Piracicaba,
Brasil), para a redu¢do do conteudo de umidade a < 12%, e moido (IKA A11 Basic,

Sao Paulo, Brasil) (Yoshida e Prudencio/Artigo 3).
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2.3.2 Perodxido de Hidrogénio Alcalino

O okara foi tratado com solugdo de perdxido de hidrogénio alcalino
conforme Gould (1984) e Galdeano e Grossmann (2005), com modificagcdes. A
amostra e a solugédo de 2% (m/v) de peroxido de hidrogénio alcalino (pH = 11,5
0,1) foram adicionadas em um erlenmeyer, na propor¢do de 1:12,5 (m/v). Em
seguida, a mistura foi colocada em banho térmico (Dubnoff TE - 0538, Tecnal, Brasil)
a 42 °C sob agitagdo a 120 rpm por cinco horas. Apds o tratamento, a mistura foi
neutralizada com solugdo de HCI 5 M, congelada, liofilizada e triturada (Yoshida e

Prudencio/Artigo 1).

2.3.3 Hidrdlise Enzimatica

O okara controle (ndo modificado) e os pré-modificados (ET ou PHA)
foram hidrolisados pelo complexo multi-enzimatico. Para isto, amostra e agua
destilada (pH ajustado para 5,5 + 0,1) foram adicionadas em um erlenmeyer, na
propor¢ao 1:10 (m/v), o qual foi mantido em banho-maria sob agitacdo a 46 °C
(Dubnoff TE - 0538, Tecnal, Piracicaba, Brasil). Em seguida, o complexo multi-
enzimatico foi adicionado na concentragao de 0,8% (m/m), mantendo-se a agitagéo
por trés horas. Para a interrupcdo da hidrélise, a mistura foi submetida a 90 °C/10
min. As amostras foram congeladas, liofilizadas (Christ Alpha 2-4 LD Plus, Osterode
am Harz, Alemanha), trituradas e mantidas em refrigerador (= 2 °C) até a realizagao
das analises.

2.4 PROCEDIMENTOS ANALITICOS

2.4.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As amostras foram acondicionas em dessecador com cloreto de calcio
por 10 dias, para retirar a umidade, fixadas sobre a superficie de um stub e
recobertas com uma camada de ouro (grau de pureza de 99,6%; Sputter Coater
SCD 050, BAL-TEC, Alemanha). A microestrutura das amostras foi visualizada por

meio do microscopio eletrénico de varredura (Quanta 200, FEI, Estados Unidos).
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2.4.2 Difragcao de Raios X

Para avaliar a cristalinidade da celulose, foram empregadas as
medidas de Difracdo de Raios X (DRX). As medidas foram realizadas no Laboratorio
de Difracdo de Raios X do LARX (Laboratério Multiusuario da Pro-Reitoria de
Pesquisa e Pds-Graduacgao) da Universidade Estadual de Londrina (UEL), em um
difratbmetro da marca PANalytical modelo X'Pert PRO MPD, com radiagdo CuKa,
na técnica conhecida como 6-20. A tensdo e a corrente usadas foram,
respectivamente, 40 KV e 30 mA. O intervalo de varredura 26 utilizado foi de 2 a 60 °
com passo angular de 0,04 °. O tempo de contagem por ponto foi de 6,0 s. Para
poder desprezar possiveis orientagdes preferenciais no processo de preparagao das
amostras e homogeneizar a medida na superficie das amostras, estas foram giradas

ciclicamente durante o processo de medida com um periodo de 1 segundo.

2.4.3 Medidas de Cor

O colorimetro CR400 (Konica Minolta, Osaka, Japao) foi utilizado para
a avaliacdo de cor das amostras. Empregaram-se iluminante padrdo D65 e
geometria 45/0. A cor foi expressa em L* (luminosidade), onde 0 = preto e 100 =
branco, a* (componente vermelho - verde), b* (componente amarelo - azul) e h*
(tonalidade cromatica), onde 0° = vermelho puro, 90° = amarelo puro, 180° = verde

puro e 270° = azul puro.
2.4.4 Densidade Aparente

A densidade aparente foi determinada acomodando-se 10 g de
amostra em uma proveta graduada, calculada pela razdo da massa e volume da
amostra e expressa em g/mL (SEIBEL; BELEIA, 2009).
2.4.5 Medidas de pH

O pH foi determinado em potencidmetro digital (HI 3221, HANNA,

Romeénia), previamente calibrado com solugdes tampao de pH 4,0 e 7,0 (KAMIZAKE;
VAREA; PRUDENCIO, 2014).
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2.4.6 Composicao Quimica

Os conteudos de proteinas, lipideos, cinzas e umidade foram
determinados conforme descrito pela AOAC (2012). O nitrogénio foi determinado por
Kjeldahl (N x 6,25). As fibras soluveis e insoluveis foram determinadas pelo método
enzimatico-gravimétrico 991.43 da AOAC (2012), utilizando as enzimas a-amilase,
amiloglucosidase e protease (Sigma). Os agucares totais foram determinados pelo
método colorimétrico de fenol-sulfurico (DUBOIS et al., 1956), por espectrofotometria
(S22 UV-Visivel, Biochrom Libra, Inglaterra), a um comprimento de onda de 490 nm.
Os resultados foram expressos em g/100 g de amostra (em base seca, exceto

umidade).

2.4.7 Capacidade de Absorcdo e Retencdo de Agua ou Oleo

Amostra e agua destilada ou éleo de soja (1:30, m/v) foram mantidos
sob agitacéo (250 rpm) por 30 minutos e, em seguida, centrifugados a 1000 x g por
10 minutos (Centrifuga 5804 R, Eppendorf, Alemanha). O sobrenadante foi
descartado e o sedimento umido registrado. A capacidade de absorg¢ao e retengao
de agua ou dleo foi expressa em massa (g) de agua ou 6leo absorvida e retida/g de
amostra (SEIBEL; BELEIA, 2009).

2.4.8 Capacidade de Intumescimento

Em uma proveta, a amostra (250 mg) foi misturada com agua destilada
(5 mL), agitada a 125 rpm por 30 min e deixada em repouso overnight. Em seguida,
o volume (mL) ocupado pela amostra foi registrado e a capacidade de
intumescimento expressa em mL/g de amostra (MATEOS-APARICIO; MATEOS-
PEINADO; RUPEREZ, 2010).

2.4.9 Estabilidade de Sélidos em Agua
Em uma proveta graduada, amostra e agua destilada (6%, m/v) foram

misturadas por 1,5 minutos sobre uma chapa com agitacdo. Em seguida, foi deixada

em repouso por 10 minutos e o volume do sedimento foi medido. A estabilidade dos
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sélidos em agua foi expressa pelo volume (mL) ocupado pelo sedimento/g de
amostra (CHARUNUCH; BOONYASIRIKOOL; TIENGPOOK, 2003).

2.4.10 Solubilidade das Proteinas em Agua

Uma mistura de amostra e agua destilada (1:50, m/v) foi agitada (TE
102, Tecnal, Brasil) a 12000 rpm por 2 minutos e centrifugada a 3700 x g por 25
minutos (Centrifuga 5804 R, Eppendorf, Alemanha). As proteinas soluveis no
sobrenadante foram determinadas por Kjeldahl (N x 6,25). O resultado foi expresso
em gramas de proteinas soluveis por 100 g de proteinas totais na amostra
(KAMIZAKE; VAREA; PRUDENCIO, 2014).

2.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA

O experimento seguiu o delineamento inteiramente casualizado
repetido duas vezes, cujos tratamentos foram: controle, ET, PHA, HE, ET + HE e
PHA + HE. As avaliagdes, em cada repeticao, foram realizadas em triplicata (n = 2 x
3 = 6), exceto para as fibras insoluveis e soluveis, em duplicata (n =2 x 2 = 4). Os
dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e teste de comparacao de
médias de Tukey. O nivel de significancia foi de 5%. O programa estatistico utilizado
foi o Statistica 10.0 (STATSOFT, INC., 2011). Os dados das amostras controle, ET,
PHA e HE sao oriundos de nossos estudos anteriores (Yoshida e Prudencio/Artigos
1,2e3).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A microscopia eletrobnica de varredura mostrou que os okaras

apresentaram diferencas microestruturais entre os tratamentos (Figura 1).
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Figura 1 — Microscopia eletrénica de varredura de okaras controle e modificados por

diferentes métodos

1.0mm

T —

S0.0m——m— —

a = controle (400 ym); b = ET (500 ym); ¢ = PHA (1 mm); d = HE (400 ym); e = ET + HE
(500 pm); f = PHA + HE (500 um); g = HE (50 ym); h = ET + HE (50 uym); i = PHA + HE (50
pm). ET = okara modificado por extrusao. PHA = okara modificado com solugéo de perdxido
de hidrogénio alcalino. HE = okara modificado por complexo multi-enzimatico. ET + HE =
okara modificado sequencialmente por extrusdo e complexo multi-enzimatico. PHA + HE =
okara modificado sequencialmente com solugdo de peroxido de hidrogénio alcalino e
complexo multi-enzimatico. Micrografias (a), (b), (¢), (d) e (g) sdo de nossos estudos
anteriores (Yoshida e Prudencio/Artigos 1, 2 e 3).

A amostra ET + HE (Figura 1e e Figura 1h) mostrou as mesmas
caracteristicas microestruturais observadas nos okaras modificados por estes
métodos separadamente (Figura 1b e Figura 1d, respectivamente), ou seja, a

aparéncia distorcida do ET (Figura 1b), fragmentada e porosa do HE (Figura 1d) e
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superficie rugosa, mas com aparéncia menos densa do que o ET (Figura 1b). O
okara PHA + HE (Figura 1f e Figura 1i), apresentou-se mais fragmentado, poroso e
menos denso do que o controle (Figura 1a). Dentre os okaras modificados por
métodos associados, a rugosidade superficial do modificado previamente com a
solugdo de peroxido de hidrogénio alcalino foi mais acentuada (Figura 1h versus
Figura 1i).

As alteragbes microestruturais observadas em todos okaras
modificados foram consistentes com resultados encontrados em outras pesquisas
com okara e outros residuos tratados por diferentes métodos (DANG; VASANTHAN,
2019; FIGUEIREDO et al.,, 2018; NIU et al.,, 2018; YU; YANG, 2019) e séao
importantes para as propriedades de hidratagao, pois as novas estruturas podem
facilitar a entrada de agua (GALDEANO; GROSSMANN, 2005; ULLAH et al., 2018).

Os difratogramas de raios X dos okaras estao apresentados na Figura
2. Todas as amostras apresentaram um pico proeminente entorno de 21 ° e outro
menor entorno de 35 ° (20 - CuKa). Estes perfis sdo similares aos observados por
Ullah et al. (2017), em fibras insoluveis de okara, Yang et al. (2019), em
polissacarideos insoluveis de okara, e Wang et al. (2019), em fibras de okara, sendo
atribuidos a presenca de celulose cristalina na amostra. Os picos observados
entorno de 31,5 e 45 ° nas amostras tratadas com a solugdo de perdxido de
hidrogénio alcalino (PHA e PHA + HE), se referem a fase de cloreto de sédio que se
formam nestas amostras devido ao processo de neutralizacao.

No geral, ndao houve diferenca entre os perfis dos difratogramas dos
okaras (Figura 2). Entretanto, apds o tratamento do residuo com a solucdo de
peréxido de hidrogénio alcalino (PHA), houve reducgao da intensidade e aumento da
largura do pico proeminente (28 = 21°). Além disso, a intensidade do pico 26 = 35°
se apresentou menor para todas as amostras modificadas, em relagdo ao controle,
indicando que a fase cristalina foi parcialmente afetada por estes tratamentos.

No entanto, quando a amostra PHA foi, posteriormente, modificada
pela mistura de carboidrases (PHA + HE), a intensidade do pico 20 = 21° se
apresentou maior que da amostra tratada somente com o peroxido (PHA). No
mesmo sentido, os okaras HE, ET e ET + HE apresentaram a intensidade deste
mesmo pico maior que a do controle. Um comportamento similar foi notado por
Wang et al. (2019), em fibras de okara isoladas de uma suspensao de soja tratada

por método fisico (cisalhamento de alta velocidade). Estes aumentos podem ser
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explicados como sendo aumentos relativos, ocasionados, possivelmente, pela maior
exposicao da celulose, devido as alteragbes na estrutura das particulas do okara
(Figura 1) em fungéo dos tratamentos de modificagc&o. Isto indica que a area amorfa

foi preferencialmente afetada por estes tratamentos.

Figura 2 — Difratogramas dos okaras controle e modificados por diferentes métodos

Controle

ET

PHA

HE

ET +HE

Intensidade (u.a.)

PHA + HE

20 (° para Kao. - Cu)

ET = okara modificado por extrusdo. PHA = okara modificado com solucédo de perdxido de
hidrogénio alcalino. HE = okara modificado por complexo multi-enzimatico. ET + HE = okara
modificado sequencialmente por extrusdo e complexo multi-enzimatico. PHA + HE = okara
modificado sequencialmente com solucao de perdxido de hidrogénio alcalino e complexo
multi-enzimatico.

Embora ndo existam relatos sobre o efeito do complexo multi-
enzimatico na cor de alimentos, os resultados mostraram que este tratamento
apresentou efeito sobre a luminosidade (L*) do okara previamente extrusado (Tabela
1). Enquanto a posterior hidrélise enzimatica do okara tratado com a solugédo de
peroxido de hidrogénio alcalino ndo alterou a luminosidade desta amostra (PHA
versus PHA + HE).

Em relagdo ao parametro h*, pequenas variacbes foram observadas
entre as amostras e somente os parametros a* e b* sofreram altera¢gdes mais
evidente