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RESUMO 
 
 
A soja (Glycine max (L.) Merrill) é uma semente oleaginosa pertencente à família 
Fabaceae, e o Brasil está entre os maiores produtores do mundo. A divulgação de 
seus benefícios à saúde humana resultou em uma crescente procura dos derivados 
de soja, entre eles, os fermentados, o concentrado proteico, as farinhas e farelos de 
soja, e o extrato aquoso de soja. A produção deste último gera um subproduto 
denominado okara, o qual apresenta elevada qualidade nutricional. Esse trabalho 
teve como objetivo otimizar o processo de extração e hidrólise das proteínas do 
okara. Para isso, foram realizadas as seguintes etapas: otimização no pré-
tratamento do okara com o complexo multi-enzimático Viscozyme� (composto por 
celulase, hemicelulase, xilanase e a β-glucanase) para a extração e concentração 
das proteína, a otimização da hidrólise proteica com a protease Alcalase�, e 
caracterização do hidrolisado proteico quanto às análises de atividade antioxidante 
pelos métodos ABTS e FRAP, conteúdo de isoflavonas, eletroforese em gel de 
policrilamida. A partir deste trabalho, foi possível obter a seguinte condição ótima do 
pré-tratamento do okara com o complexo multi-enzimático: 53°C, pH 6,2 e 
concentração de enzima de 4%, demonstrando que a ação enzimática sobre a 
parede celular pode melhorar significativamente a extração de proteínas do okara. 
Na etapa de hidrólise enzimática proteica, foi possível determinar a condição ótima 
de 55°C, pH 9 e razão enzima:substrato de 5% para se obter um hidrolisado proteico 
de okara com elevado grau de hidrólise. O hidrolisado obtido na condição ótima 
ainda apresentou maior conteúdo de isoflavonas agliconas e capacidade 
antioxidante em comparação com a amostra não hidrolisada.   
 
Palavras-chave: Concentrado proteico. Hidrolise enzimática. Peptídeos bioativos. 

Planejamento experimental. Okara.  
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ABSTRACT 
 
 
Soybean (Glycine max (L.) Merrill) is an oilseed that belongs to the Fabaceae family, 
and Brazil is among the largest producers in the world. The disclosure of its health 
benefits results in a growing demand for soy products, among them, fermented, 
protein isolate, flour and soybean meals, and soymilk. This production generates a 
byproduct known as okara, which has a high nutritional quality. This research aimed 
to optimize the extraction process and enzymatic hydrolysis of okara protein. For this 
study, the following steps were performed: optimization of the pre-treatment with 
okara Viscozyme® multienzyme complex (consisting of cellulase, hemicellulase, 
xylanase and β-glucanase), and the extraction and concentration of protein, the 
optimization of the protein enzymatic hydrolysis by Alcalase� and characterization of 
protein hydrolyzate as the analysis of antioxidant activity by ABTS and FRAP 
methods isoflavones content polyacrylamide gel electrophoresis. The optimum 
condition for pre-treatment of okara with multienzyme complex were: 53 °C, pH 6.2 
and 4% concentration of enzyme. It has been demonstrated that the enzyme action 
on the cell wall can significantly improve extraction of protein from okara. The 
optimum condition for: 55 °C, pH 9 and 5% of enzyme:substrate ratio, in order to 
obtain a protein hydrolyzate with a high hydrolysis degree. This hydrolyzate has 
shower content of aglycone isoflavones and antioxidant capacity higher than the non-
hydrolyzed sample.  
 
Key words: Bioactive peptides. Enzymatic hydrolysis. Experimental design. Okara. 

Protein concentrate.  
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1  INTRODUÇÃO  

 

 

A soja (Glycine max) é uma leguminosa conhecida pelos chineses há 

cerca de cinco mil anos, sendo reconhecida por seu alto valor nutricional e 

versatilidade de aplicação. Apresenta grande importância socioeconômica, sendo o 

Brasil o segundo maior produtor mundial (SOMMIER et al., 2005).  

O grão de soja contém alguns compostos de comprovada ação 

benéfica à saúde humana, e essa informação vem provocando um crescente 

interesse pelos produtos derivados da soja. Entre eles, o tofu (queijo de soja), 

farinha e farelo de soja, e extrato aquoso de soja (BOWLES, DEMIATE, 2006). 

O processo de obtenção do extrato aquoso, que é capaz de extrair 

somente os componentes solúveis em água, gera um subproduto denominado pelos 

orientais de okara, o qual apresenta um valor nutritivo semelhante aos grãos com 

um elevado teor de proteínas de boa qualidade. As indústrias que elaboram o 

extrato de soja destinam o okara, quase que em sua totalidade, à alimentação 

animal ou descartam-o como resíduo orgânico. Os subprodutos gerados no 

processamento dos vegetais resultam em problemas econômicos e ambientais; 

entretanto, a minimização de resíduos pode ser uma alternativa bem sucedida para 

a indústria de alimentos e demais ramos industriais, que são caracterizados como 

potenciais poluidores (VIEIRA, 2006).  

Atualmente, há uma crescente utilização das proteínas de alimentos 

hidrolisadas na elaboração de ingredientes proteicos funcionais e suplemento 

nutricional. A hidrólise da proteína presente no okara é uma boa maneira de 

reaproveitar esse subproduto, melhorando nutricionalmente produtos alimentícios 

que utilizam okara na sua composição. A hidrólise enzimática apresenta os 

seguintes benefícios: não resulta em reações indesejáveis, com formação de 

produtos tóxicos; seu processo transcorre sob condições mais amenas; apresenta 

efetividade em baixas concentrações; e não diminui o valor nutritivo das proteínas 

(PHILLIPS; BEUCHAT, 1981).  

A hidrólise enzimática de proteínas alimentares pode originar peptídeos 

capazes de modular funções fisiológicas, denominados peptídeos bioativos. Estes 

peptídeos são, atualmente, de grande interesse da indústria alimentícia, 

principalmente devido sua capacidade antioxidante. 
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Tendo em vista a potencial aplicação do okara na indústria alimentícia, 

o presente trabalho teve como objetivo otimizar o pré-tratamento do okara com 

complexo multi-enzimático Viscozyme®, visando aumentar a eficiência de extração 

de suas proteínas, e otimizar a hidrólise destas pela ação de protease. 
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo geral 

 

 

Otimizar os processos de extração das proteínas do okara para 

obtenção de concentrados proteicos e hidrólise enzimática dessas proteínas. 

 

 

2.2  Objetivos específicos 

 

 

a) Verificar o efeito do pré-tratamento enzimático do okara com o complexo multi-

enzimático Viscozyme sobre a extração e concentração das proteínas, 

utilizando um delineamento composto central rotacional (DCCR); 

b) Determinar a condição ótima (temperatura, pH e concentração de enzima) para 

a extração e concentração das proteínas do okara, de modo a maximizar a 

recuperação de proteína e o conteúdo de proteína no concentrado proteico; 

c) Avaliar o efeito da temperatura, razão enzima:substrato e pH sobre o 

concentrado proteico pela endopeptidase Alcalase através de um DCCR; 

d) Otimizar o processo de hidrólise enzimática proteica, definindo a condição ótima 

que permita maximizar o grau de hidrólise; 

e) Caracterizar o hidrolisado proteico obtido na condição otimizada em termos de 

composição de isoflavonas, perfil eletroforético e atividade antioxidante. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

3.1  Soja 

 

 

A soja (Glycine max (L.) Merrill) é uma semente oleaginosa pertencente 

à família Fabaceae e apresenta como centro de origem e domesticação o nordeste 

da Ásia, principalmente ao longo do Rio Amarelo, na China. Sua evolução começou 

com o aparecimento de plantas oriundas de cruzamentos naturais, entre duas 

espécies de soja selvagem, que foram domesticadas e melhoradas por cientistas da 

antiga China (HALL, 1971; EMBRAPA, 2014). 

Apesar de conhecida e explorada no Oriente há mais de cinco mil 

anos, e somente em 1882, a soja chegou ao Brasil pelo professor da Escola de 

Agronomia da Bahia, Gustavo Dutra, que realizou os primeiros estudos de avaliação 

de cultivares introduzidas neste país (SOMMIER et al., 2005; EMBRAPA, 2014). 

Segundo Bonetti (1981) e EMBRAPA (2014), em 1900 e 1901, o Instituto 

Agronômico de Campinas, SP, promoveu a primeira distribuição de sementes de 

soja para produtores paulistas. Em 1914, no município de Santa Rosa, Rio Grande 

do Sul, têm-se o primeiro registro de cultivo, sendo este por fim, o lugar onde as 

variedades trazidas dos Estados Unidos melhor se adaptaram às condições 

climáticas. 

Desta forma, a soja se estabeleceu como cultura e se expandiu 

inicialmente no sul do Brasil, durante os anos 60 e 70 e, posteriormente, nos 

Cerrados do Brasil Central, anos 80 e 90. O crescimento dessa cultura no país se 

deve aos avanços científicos e à disponibilização de tecnologias ao setor produtivo, 

à mecanização e à criação de cultivares altamente produtivas adaptadas às diversas 

regiões (KIIHL, GARCIA, 1989; EMBRAPA, 2014). 

Ao longo das últimas décadas, a produção brasileira de soja 

apresentou um grande avanço, com aumento na produtividade média e na área 

cultivada. A produção brasileira saltou de 13,2 em 1985/86 para 75,3 milhões de 

toneladas em 2010/11, o que rendeu uma participação significativa na oferta e 

demanda de produtos do complexo agroindustrial da soja no âmbito mundial. A 

estimativa de julho de 2014 apresentou a safra de 2013/2014 com uma produção de 
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86.273,2 milhões de toneladas (LAZZAROTTO, HIRAKURI, 2010; CONAB, 2014). 

Pode-se observar o crescimento de produção brasileira de soja na Tabela 1. 

  

Tabela 1- Produção brasileira de soja 2000/2014. 

Safra 
Produção de soja 

(em mil toneladas) 

2000/2001 38.431,8 

2001/2002 41.916,9 

2002/2003 52.017,5 

2003/2004 49.792,7 

2004/2005 52.304,6 

2005/2006 55.027,1 

2006/2007 58.391,8 

2007/2008 60.017,7 

2008/2009 57.165,5 

2009/2010 68.688,2 

2010/2011 75.324,3 

2011/2012 66.383,0 

2012/2013 

2013/2014 

81.449,4 

86.273,2 

                                              Fonte: Conab, 2014 

 
O Brasil é o segundo maior produtor mundial de soja, logo atrás dos 

Estados Unidos, porém apresenta uma tendência de produção que pode ultrapassar 

a barreira dos 100 milhões de toneladas em até 2020. Isso se deve ao expressivo 

aumento da oferta de tecnologias de produção, que permitiram ampliar 

significativamente a área cultivada e a produtividade da oleaginosa (LAZZAROTTO, 

HIRAKURI, 2010; VENCATO, 2010). 

Atualmente, o Centro Oeste é a região brasileira que mais se destaca 

na produção, sendo o estado do Mato Grosso o maior produtor de soja no Brasil, 

como pode ser visualizado na Tabela 2. 
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Tabela 2- Produção brasileira de soja safra 2013/2014 de acordo com a região. 

REGIÃO/UF 
PRODUÇÃO 

(em mil t) 

NORTE 3.344,4 

RR 56,2 

RO 608,8 

PA 551,5 

TO 2.127,9 

NORDESTE 6.557,3 

MA 1.838,9 

PI 1.489,2 

BA 3.229,2 

CENTRO-OESTE 42.010,8 

MT 27.010,2 

MS 6.148,0 

GO 8.636,6 

DF 216,0 

SUDESTE 5.044,0 

MG 3.298,6 

SP 1.754,4 

SUL 29.316,7 

PR 14.804,6 

SC 1.644,4 

RS 12.867,7 

NORTE/NORDESTE 9.901,7 

CENTRO-SUL 76.371,5 

BRASIL 86.273,2 

                                     Fonte: Conab, 2014 
 

A soja é um produto agrícola de grande interesse mundial graças à 

versatilidade de aplicação de seus produtos na alimentação humana e animal e ao 

seu valor econômico nos mercados nacional e internacional. Além disso, trata-se de 

uma commodity padronizada e uniforme, podendo ser produzida e negociada por 

produtores de diversos países, apresentando alta liquidez e demanda (SOMMIER et 

al., 2005; LAZZAROTTO, HIRAKURI, 2010).  

Um dos principais fatores que contribuem para o aumento no consumo 

mundial de soja está no crescente poder aquisitivo da população nos países em 

desenvolvimento e na procura por alimentos derivados de soja. Essa mudança no 

hábito alimentar se deve à divulgação dos benefícios à saúde trazidos por esse tipo 

de alimento (SOUZA; VALLE; MORENO, 2000; VENCATO, 2010). 
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Há uma crescente procura por alimentos derivados de soja como 

alimentos funcionais, não somente no Japão e na China, como na Europa e Estados 

Unidos. Isso se deve às várias atividades fisiológicas que esta leguminosa apresenta 

(PARK et al., 2001)   

A utilização de produtos à base de soja na dieta humana contribui para 

uma melhor qualidade nutricional, uma vez que, além do alto teor proteico, 

apresenta componentes como isoflavonas, fosfolipídios, aminoácidos essenciais, 

vitaminas e minerais. Diversos estudos relatam que a ingestão de soja resulta na 

redução dos níveis plasmáticos de colesterol, redução em alguns tipos de câncer, 

diabetes e obesidade, e proteção contra doenças de rim e intestino (FRIEDMAN; 

BRANDON, 2001; LA SOJA, 2014).  

O que determina a importância econômica da soja é a sua composição 

química peculiar, que pode apresentar variações de acordo com as condições 

climáticas, variedade e de cultivo. Em média, o grão de soja contém 15 a 20% de 

óleo, 30% de carboidratos, 10 a 13% de umidade e aproximadamente 5% de 

minerais e cinzas. Entretanto, ela se destaca entre os cereais e as leguminosas, por 

apresentar o maior conteúdo proteico, cerca de 40% em base seca, sendo que em 

outros legumes esse teor é de 20 a 30%, e nos cereais, varia de 8 a 15% (CARRÃO-

PANIZZI; MANDARINO, 1998; GOLBITZ & JORDAN, 2006). 

 

 

3.1.1 Proteína da soja 

 

 

Proteínas são macromoléculas biológicas constituídas por peptídeos, que 

contém de dois a dezenas de resíduos de aminoácidos unidos por ligações 

covalentes peptídicas. Com exceção da prolina, todos os aminoácidos presentes nas 

proteínas são α-aminoácidos e apresentam grupamentos α-amino e α-carboxilicos 

ligados ao mesmo átomo de carbono (Figura 1).  Diferem entre si nas suas cadeias 

laterais (grupos R), que variam em estrutura, tamanho, carga elétrica e solubilidade 

em água. A sequência desses aminoácidos confere às proteínas atividades 

metabólicas específicas, como a formação de tecidos, enzimas entre outras 

(GUTTE, 1995; LEHNINGER, 1995). 
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Figura 1- Composição química de aminoácidos. 

 
                         Fonte: Adaptado de Branden e Tooze (1999). 

 

As cadeias de aminoácidos são denominadas cadeias polipeptídicas e 

seu processo de formação é conhecido como polimerização de aminoácidos. 

Durante a polimerização, o grupo amina de um aminoácido é ligado de forma 

covalente ao grupo carboxila do aminoácido seguinte, ocorrendo a eliminação de 

uma molécula de água. Desse modo, a cadeia polipeptídica apresenta a terminação 

amina à esquerda e a terminação carboxila à direita (HIGA, 2009). 

As proteínas da soja são reconhecidas na indústria alimentícia por seu 

elevado valor nutritivo, e funcionalidade tecnológica, e com o seu uso é possível 

aumentar a ingestão de aminoácidos essenciais (SOUZA, et al., 2000). Sua 

composição pode variar de acordo com fatores genéticos, condições climáticas, 

tipos de solo, entre outros. As proteínas presentes nos grãos se encontram 

armazenadas principalmente no corpo proteico do cotilédone (MARTINEZ et al., 

2011). 

Nos grãos de soja, cerca de 40% do total de matéria seca é proteína e, 

deste total, 90% podem ser extraídos com água ou soluções salinas. Em seu ponto 

isoelétrico (pH 4,5), são insolúveis em água, entretanto, em valores de pH acima ou 

abaixo de seu ponto isoelétrico, as proteínas são solúveis em água ou soluções 

salinas diluídas (SGARBIERI, 1996; LIU, 1997). 

Em condições de dissolução em água com pH ligeiramente alcalino, e 

utilização de ultracentrifugação, as proteínas da soja são separadas em quatro 

frações, cujos coeficientes de sedimentação S (unidades Svedberg, a 20 ºC em 
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água) são 2, 7, 11 e 15 (BADLEY et al., 1975). Segundo Wolf e Nelsen (1996) e Liu 

(1997), as proteínas da soja são classificadas de acordo com seu coeficiente de 

sedimentação em: 

 Fração 2S: corresponde a 22% das proteínas extraídas em água e é 

composta principalmente pelos inibidores de tripsina.  

 Fração 7S: corresponde a 37% das proteínas extraídas em água e contém 

hemaglutininas, lipoxigenases, β-amilase e globulinas 7S, também 

denominada de β-conglicinina.  

 Fração 11S: corresponde a 31% das proteínas extraídas em água e é 

composta unicamente pela globulina 11S, também denominada glicinina.  

 Fração 15S: corresponde a 11% das proteínas extraídas em água, e 

apresenta-se como dímero de glicinina estável a força iônica superior a 0,5 M.  

 

A fração 7S é uma proteína glicosilada trimérica, contendo três 

subunidades diferentes, α, α’ e β, com massa molar de 62, 65 e 47 kDa, 

respectivamente.  

 

Já a fração 11S, composta principalmente pela glicinina, é um 

hexâmero de monômeros composto por polipeptídeos ácidos (36-40 kDa ) e básicos 

(18-20 kDa) ligados por pontes dissulfeto (RENKEMA et al., 2002; SINGH;   

MOHAMED, 2005). As globulinas 7S constituem mais da metade da fração 7S e 

podem ser classificadas de acordo com o seu coeficiente de sedimentação como: 

em tampão fosfato, pH 7,6 e força iônica 0,1 M. Segundo Fukushima (1994) e 

Renkema et al. (2000), a β-conglicinina (globulina 7S) e a glicinina (globulina 11S) 

são as principais proteínas de reserva da soja.  

 

De acordo com Almeida e Simão, (1972), Acasio (1997) e Baker (2000) 

as proteínas da soja são formadas por 18 aminoácidos, apresentando alto níveis de 

lisina, o que qualifica ainda mais este grão como excelente fonte de proteína vegetal. 

No entanto, apresentam uma baixa concentração dos aminoácidos sulfurados 

metionina e cistina. 

As proteínas da soja possuem um elevado número de aminoácidos 

essenciais (Quadro 2) e a alta proporção de lisina/arginina contribuem para a 

redução dos níveis séricos de colesterol (JACKSON et al., 2001). 
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Quadro 1- Aminoácidos essenciais presentes no grão de soja 

Aminoácidos 

essenciais g/kg de proteína 

Arginina 75,0±2,43 

Fenilalanina 48,4 ± 1,91 

Histidina 35,1 ± 1,04 

Isoleucina 53,7 ± 1,35 

Leucina 82,5 ± 3,39 

Lisina 80,9 ± 2,05 

Metionina 10,6 ± 0,19 

Treonina 53,1 ± 1,30 

Triptofano 11,4 ± 0,87 

Valina 55,8 ± 1,42 

  Fonte: adaptado Waliszewski et al., 2002 

 

As proteínas de soja apresentam as seguintes propriedades 

tecnológicas: solubilidade, absorção e retenção de água, viscosidade, geleificação, 

emulsificação, formação de espuma, absorção de gorduras, formação de filmes e 

retenção de aromas (LIU, 1997). 

 

 

3.1.2 Isoflavonas 

 

 

Os compostos fenólicos são metabólitos secundários sintetizados pelos 

vegetais durante o desenvolvimento normal, decorrente a condições de estresse, 

tais como infecções, ferimentos, radiação ultravioleta (UV), entre outras. São 

formados a partir dos aminoácidos fenilalanina e tirosina, e quimicamente são 

constituídos por anéis aromáticos com um ou mais grupos hidroxilas substituintes. 

Pode-se classificar os compostos fenólicos como não flavonoides (fenóis simples) e 

flavonoides (polifenóis). Entre as classes de flavonoides, as mais importantes são 

flavonas, flavanonas, isoflavonas, flovonóis, flavononóis, flavan-3-ol e antocianidinas 

(RICE-EVANS et al., 1996; NACZK, SHAHIDI, 2006). 
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Também denominadas isoflavonoides, as isoflavonas são pertencentes 

à classe dos fitoestrógenos e estão amplamente distribuídos no reino vegetal. Em 

particular, a soja apresenta concentrações relativamente superiores em relação a 

outras leguminosas. As isoflavonas são isômeros que se diferenciam das demais 

estruturas dos flavonoides por apresentarem o ciclo benzênico unido ao carbono 3 

do heterociclo ao invés do carbono 2, como pode ser visualizado na Figura 2 

(SETCHELL, 1998; MORAES et al., 2009). 

   

Figura 2- Estrutura química de isoflavona genisteína.  

 
                      Fonte: Moraes et al., 2009. 

 

O teor de isoflavonas presentes nos grãos de soja é variável, em 

função de diferentes genéticas, cultivares, condições climáticas e ambientais, além 

das condições de processamento sofrido (GENOVESE; LAJOLO, 2001; LEE et al., 

2003).  De acordo com Nain et al. (1974) e Setchell (1998), e as principais 

isoflavonas encontradas na soja e seus derivados são a daidzeína, a genisteína e a 

gliciteína, as quais apresentam-se como várias formas de conjugados glicosídicos, 

dependendo da extensão do processamento ou fermentação. As formas 

predominantes de isoflavonas em soja e em produtos não fermentados de soja são 

as formas glicosídicas, enquanto em produtos fermentados as formas 

predominantes são as agliconas.  

A soja possui três grupos de isoflavonas, sendo que cada uma delas 

apresenta quatro formas químicas diferentes, totalizando 12 isômeros (Figura 3). As 

formas agliconas são denominadas daidzeína, genisteína e gliciteína e, quando 

glicosiladas, são formados os β-glicosídeos, chamados de daidzina, genistina e 

glicitina. Existem ainda as isoflavonas conjugadas, na forma malonil-glicosídica, 
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onde encontramos 6”O-malonil-daidzina, 6”O-malonil-genistina e 6”O-malonil-

glicitina, e na forma acetil-glicosídica, os 6”O-acetil-daidzina, 6”O-acetil-genistina e 

6”O-acetil-glicitina (LIU, 1999). 

 

Figura 3- Estrutura química das isoflavonas encontradas em grãos de soja. 

 
     Fonte: Adaptado de Rostagno et al., (2005). 

 

Em diferentes variedades de soja, Wang e Murphy (1994b), 

observaram que o isômero de isoflavona malonil genistina apresenta-se em maior 

concentração nos grãos (25 a 42%), seguido por genistina, malonil daidzina e 

daidzina. Góes-Favoni et al. (2004) reportaram que os conjugados malonil e β-

glicosídeos apresentaram-se como os principais compostos em farinha de soja 

desengordurada,  sendo que o malonil representou 55% do total de isoflavonas 

enquanto os conjugados β-glicosídeos 42%. 
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Wang e Murphy (1996) reportaram que durante o processamento de 

extrato de soja ocorreram perdas insignificantes de isoflavonas para o resíduo 

insolúvel (okara), sugerindo que as isoflavonas podem estar associadas a 

componentes solúveis, provavelmente proteínas solúveis da soja. 

Em concentrados e isolados proteicos, o teor de isoflavonas tende a 

ser inferior ao observado em suas matérias-primas, evidenciando assim a 

possíveis perdas durante a extração alcalina, pois o pH alcalino pode modificar as 

cargas das moléculas de proteínas e alterar ligações com as isoflavonas (WANG; 

MURPHY, 1994a). Em concentrado proteico obtido por extração aquosa, 

Singletary et al. (2000) quantificaram 3% de agliconas em relação ao total de 

isoflavonas, enquanto que Wang e Murphy (1996) observaram que o teor de 

agliconas aumentou cerca de 6 vezes em relação à sua matéria-prima, entretanto, 

o teor de isoflavonas totais diminuiu cerca de 70%.   

De acordo com Ferrari (2001) e Aguiar (2002), as isoflavonas 

apresentam propriedades biológicas, tais como atividade antioxidante, estrogênica, 

antifúngica, antimutagênica e antitumoral. Apresentam ação potencial na prevenção 

de algumas doenças crônicas, como câncer relacionado a problemas hormonais, 

câncer de colo, câncer de próstata, osteoporose e disfunção cardiovasculares. 

Anthony (2000) e Badger et al. (2002) ainda sugerem que as isoflavonas e proteínas 

da soja, quando associadas, desencadeiam respostas fisiológicas mais acentuadas 

na redução do colesterol.  

De acordo com Naim et al. (1976), Kao e Chen (2006), a capacidade 

antioxidante associadas à isoflavonas é decorrente ao número de grupos hidroxilas 

presentes em sua estrutura química. Tal capacidade decresce com a glicosilação ou 

a substituição do grupo metoxila. Deste modo, a atividade antioxidante das aglicona 

são superiores em relação às formas glicosiladas. 

 

 

3.2  Subproduto da soja: Okara 

 

 

A soja pode ser processada de diferentes maneiras, obtendo-se uma 

grande variedade de produtos alimentícios, tais como o tofu (“queijo de soja”), os 

fermentados (iogurte à base de soja), a “carne” de soja, o missô, o isolado e 
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concentrado proteico, os grãos integrais, as farinhas e farelos de soja e o extrato 

aquoso (SOUZA; VALLE; MORENO, 2000).  

Segundo O’Toole (1999) e Jackson et al. (2001), o extrato de soja foi 

elaborado pela primeira vez na China, durante o segundo século depois de Cristo, e 

seu consumo foi incorporado como um hábito diário. Na obtenção desse produto, 

primeiramente é realizada a lavagem e maceração dos grãos de soja. 

Posteriormente, os mesmos são moídos e aquecidos para, então, passarem por um 

processo de filtração, que separa o extrato aquoso de seu subproduto, denominado 

como okara pelos orientais.  

O okara apresenta elevado valor nutritivo, sendo rico em fibras (10-

12%), proteínas (27-38%), lipídios insaturados (17%) e carboidratos (25,2-30,0%), e 

é aproveitado principalmente como ração animal. Entretanto, pesquisas demonstram 

que sua elevada qualidade nutricional torna possível sua aplicação na nutrição 

humana, visando enriquecer a formulação de produtos alimentícios (CHAN; MA, 

1999; SHIMIZU, 2002; BOWLES; DEMIATE, 2006). 

Os subprodutos gerados no processamento dos vegetais constituem 

problemas econômicos e ambientais, entretanto, a minimização de resíduos pode 

ser uma alternativa bem sucedida para a indústria de alimentos e demais setores 

industriais, que são caracterizados como potenciais poluidores (VIEIRA, 2006).  

De acordo com O’Toole (1999), enriquecer produtos alimentícios com 

okara pode apresentar resultados positivos, já que este subproduto dispõe de 

propriedades funcionais como capacidade emulsificante e umectante, proveniente 

da presença de polissacarídeos não celulósicos. 

A utilização do okara na alimentação humana ainda está se 

desenvolvendo. Há relatos do seu uso, em forma de farinha de okara, na 

substituição parcial da farinha de trigo para panificação, na substituição da farinha 

de soja para a produção de tofu, e como um meio de fermentação para a produção 

de condimentos, especiarias e temperos (WANG; CAVINS, 1989; BOWLES; 

DEMIATE 2006; CANTUÁRIA, 2008). O okara foi uma das matérias-primas básicas 

utilizadas pela Universidade La Plata no projeto “Ajudando a Crescer com Soja”, que 

efetuou aportes solidários a fim de resolver parcialmente as necessidades 

nutricionais da população infantil e de baixa renda nesta região (PROYECTO 

PILOTO, 2002). 
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3.3  Concentrado proteico 

 

 

O concentrado proteico pode ser obtido por um processo de 

precipitação com solução alcoólica (etanol 60-80%), precipitação com solução ácida 

(pH 4,5), ou por desnaturação por vapor e lavagem com água quente. O processo 

com ácido se destaca entre eles por apresentar a vantagem de utilizar um solvente 

(água) não inflamável e de baixo custo. No entanto, o farelo apresenta a propriedade 

de absorver água, forçando o uso de filtros rotatórios à vácuo ou centrífugas (BERK, 

1992). 

De acordo com Sgarbieri (1996), o processo de concentração da fração 

proteica por precipitação envolve a suspensão da farinha ou flocos desengordurados 

de soja em solução alcalina (pH 9,0),  seguida por centrifugação, para eliminar o 

resíduo insolúvel e obter o extrato alcalino. Posteriormente, ocorre a adição de ácido 

hidroclorídrico até atingir o pH isoelétrico (pH 4,5) da fração proteica, e uma segunda 

centrifugação, para a separação do precipitado (concentrado proteico) e do 

sobrenadante (composto principalmente por carboidratos, lipídios e minerais).  

O concentrado e isolado proteico de soja são caracterizados pela 

presença de proteínas globulares, representadas pelas frações de globulina 7S (β-

conglicina) e 11S (glicina) (RENKEMA et al., 2002; SINGH;   MOHAMED, 2005). 

De acordo com Berk (1992) e Hettiarachchy e Kalapathy (1999), os 

concentrados proteicos apresentam sabor suave em relação aos grãos de soja, pois 

os compostos responsáveis pelo sabor adstringente são removidos ou inativados 

durante o processamento. Sendo assim, podem ser largamente utilizados na 

indústria alimentícia, sendo aplicados em produtos cárneos, de panificação, bebidas, 

cereais, entre outros. 

Em decorrência de suas propriedades nutricionais e funcionais, além 

de apresentar sabor neutro, os concentrados e isolados proteicos são 

extensivamente utilizados para a formulação de produtos alimentícios. Suas 

principais aplicações na formulação de produtos de panificação e confeitaria, 

produtos lácteos como iogurtes e substitutivos de lácteos e farinhas e produtos 

cárneos emulsionados e embutidos (MORAIS; SILVA, 1996; MARTINS; NETTO, 

2006). Além disso, existem estudos para a aplicação do isolado proteico como 

matriz em produtos microencapsulados (ORTIZ et al., 2009). 
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3.4  Hidrólise enzimática proteica 

 

 

Atualmente, as enzimas apresentam diversas aplicações e são muito 

utilizadas nas indústrias para melhorar a qualidade dos produtos, podendo produzir 

um caminho intermediário que não possa ser obtido quimicamente (GODOI, 2007). 

Segundo Phillips Beuchati (1981), a hidrólise enzimática é um método usado para 

aperfeiçoar ou modificar as propriedades químicas, funcionais e sensoriais da 

proteína sem prejudicar o seu valor nutricional.  

A hidrólise proteica consiste na clivagem da proteína, obtendo-se em 

pequenos peptídeos de tamanhos diversos e eventualmente aminoácidos. A 

clivagem pode ocorrer tanto quimicamente, por ácido ou base, quanto 

enzimaticamente, pela adição de enzimas (BLENFORD, 1994; LAHL; BRAUN, 1994; 

PHILLIPS; BEUCHATI, 1981). 

Ao contrário das hidrólises ácida e alcalina, o processo enzimático 

ocorre sob condições brandas, sem produzir produtos de degradação, apresentando 

assim um bom controle do processo e das propriedades dos produtos resultantes 

(GONÇALES-TELO et al., 1994; SHAHIDI; HAN;SYNOWIECKI, 1995). A escolha do 

tipo de enzima e a especificidade pelo substrato, associadas às condições do meio e 

grau de hidrólise, resultam em uma variedade de peptídeos, que apresentam tanto 

alto ou baixo peso molecular, e ainda cadeias que não sofreram hidrólise (PANYAM; 

KILARA, 1996).  

A utilização de enzimas apresenta maiores vantagens e benefícios, 

sendo que ela apresenta efetividade a baixas concentrações, processa em 

condições mais amenas, não reduz o valor nutricional das proteínas, além de 

apresentar especificidade em relação ao substrato, havendo pouca probabilidade de 

ocorrer reações indesejáveis, que resultem na formação de produtos tóxicos 

(KILARA, 1995; PHILLIPS; BEAUCHAT, 1981). 

As enzimas proteases, proteolíticas ou proteinases, pertencem à classe 

das hidrolases, que quebram moléculas pela introdução da água. As proteases 

atuam sobre as proteínas e hidrolisam as ligações peptídicas das proteínas com 

formação de grupos amina (NH2) e carboxila (COOH), originando polipetídeos de 

menor peso molecular e aminoácidos simples (BOBBIO; BOBBIO, 1984). Segundo 

Clemente (2000), as enzimas proteolíticas apresentam dois tipos de mecanismo: as 
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endopeptidases, que hidrolisam as ligações peptídicas das moléculas de proteína 

produzindo peptídeos moleculares, e o mecanismo de exopeptidases, que removem 

aminoácidos N-terminais ou C-terminais pela hidrólise das ligações peptídicas. 

Uma das endopeptidases que tem sido utilizada nos processos de 

hidrólise de proteínas é a Alcalase®, enzima de origem bacteriana produzida pelo 

Bacillus lichenformis. É uma hidrolase do subgrupo das peptidases, com preferência 

hidrolítica para regiões com resíduos não carregados em S1. Apresenta atividade e 

estabilidade em temperatura entre 50 e 70 ºC e pH 6 a 10 (SINHA et al., 2007). A 

Alcalase® (subtilisina Carlsberg) é muito utilizada desde a década de 60 na indústria 

de detergentes, e na produção de hidrolisados enzimáticos de variadas fontes 

proteicas de grau alimentício (ADLER-NISSEN, 1976; KOBLITZ, 2010). 

De acordo com Doucet et al. (2003) e Donlon (2007), a Alcalase® 

quebra ligações peptídicas das quais participam resíduos de aminoácidos 

aromáticos (fenilalanina, triptofano, e tirosina), ácidos (glutamato), sulfurados 

(metionina), alifáticos (leucina e alanina), hidroxil (serina) e básicos (lisina) no lado 

carboxílico.  

Os hidrolisados enzimáticos de proteína para uso de alimentos 

apresentam seus primeiros relatos durante a segunda guerra mundial, onde se 

utilizaram hidrolisados de caseína na substituição parcial da clara de ovo em 

produtos de confeitaria. Esses produtos eram destinados a indivíduos que não 

podiam fazer a ingestão da proteína intacta (ADLER-NISSEN, 1986).  

 

Mahmoud (1994) classificou os hidrolisados proteicos em duas 

categorias: 

 Proteínas altamente hidrolisadas, que são compostas majoritariamente por 

aminoácidos livres e peptídeos de cadeia curta (di e tri-peptídeos);  

 Proteínas parcialmente hidrolisadas, que apresentam moléculas maiores que 

5 kDa.  

 

Os hidrolisados proteicos são uma excelente fonte de peptídeos de 

baixo peso molecular e quando comparados às proteínas in natura possuem elevada 

digestibilidade e funcionalidade. Tal funcionalidade é dependente tanto do 

comprimento e estrutura das cadeias polipeptídicas quanto da composição de 

aminoácidos (MAHMOUD, 1994; ABDUL-HAMID et al., 2002). 
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Proteínas altamente hidrolisadas podem ser utilizadas para a 

formulação de produtos hipoalergênicos para crianças, devido à sua capacidade de 

reduzir substancialmente algumas reações alergênicas. Por outro lado, as proteínas 

parcialmente hidrolisadas podem ser utilizadas na preparação de dietas 

especializadas e suplementos alimentícios como fonte de nitrogênio (MAHMOUD, 

1994; BARBOSA et al., 2002).  

Segundo Pedroche et al. (2004), hidrolisados com baixo grau de 

hidrólise são utilizados para melhorar as propriedades funcionais, enquanto que o 

hidrolisados com alto grau de hidrólise são usado em sua maioria como suplementos 

nutritivos sem dietas médicas especiais. E aqueles hidrolisados considerados com 

grau de hidrólise variável são utilizados na maior parte como saborizantes.   

O processo de hidrólise pode ser medido através da determinação do 

grau de hidrólise (GH), que é definido por Adler–Nissen (1986) como a medida da 

extensão da degradação hidrolítica das proteínas, ou seja, o número de ligações 

peptídicas hidrolisadas. É expresso em equivalentes de hidrólise (h), em relação ao 

número total de ligações peptídicas antes da reação (htotal). Para a maioria das 

proteínas, htotal corresponde a 8 moles equiv/kg de proteína, estimado com base na 

composição de aminoácidos. O grau de hidrólise pode ser obtido pelo método pH-

stat, ou método de titulação de grupos α-amino liberados em pH e temperatura 

constante. 

A concentração da protease, a relação enzima:substrato, pH e 

temperatura são os fatores mais importantes da reação de hidrólise, e dependendo 

da maneira que é controlado, pode-se obter produtos com as características 

desejadas. O critério quantitativo da reação de proteólise é o grau de hidrólise, o 

qual pode aumentar ou diminuir a funcionalidade da proteína, sendo assim cada 

produto apresenta seu grau ótimo de hidrólise (HOWELL, 1996; NIELSEN; OLSEN, 

2002).   

O grau de hidrólise e o perfil de peso molecular dos peptídeos definem 

a utilização dos hidrolisados. Por exemplo, para utilização em alimentos de fins 

especiais, como suplementos nutritivos, é desejável peptídeos de baixo peso 

molecular, consequentemente com grau de hidrólise maior que 10%. No entanto, 

deve-se considerar que mesmo grau de hidrólise obtido pela mesma enzima e de 

substratos diferentes não garante que os produtos apresentarão as mesmas 

características (ADLER-NISSEN, 1986).  De acordo com Kim et al. (1998), isso se 
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deve pela diferença na estrutura primária, secundária e terciária,  que determinaria a 

diferente ação da enzima de acordo com sua especificidade.  

 

 

3.4.1 Peptídeos bioativos  

 

 

Além das diversas vantagens tecnológicas, os hidrolisados proteicos 

ainda podem apresentar peptídeos com atividade biológica (CLEMENTE, 2000; 

YUST et al., 2010). De acordo com Meisel, Fitzgerald (2003) e Sienkiewicz- Szlapka 

et al. (2008), os fragmentos de proteínas específicos que estão inativos dentro da 

sequência da proteína original são denominados peptídeos bioativos. Quando 

libertados dessa sequência pela hidrólise enzimática, eles podem exercer diversas 

funções fisiológicas, entre elas antioxidante, antimicrobiana, anti-hipertensivas e 

hipocolesterolêmica.   

Segundo Moller et al. (2008), para o componente da dieta ser 

considerado bioativo, ele deverá exercer um efeito fisiologicamente significativo 

afetando a saúde de maneira benéfica. São constituintes extra-nutricionais e são 

encontrados em pequenas quantidades nos alimentos.  

Peptídeos bioativos contêm normalmente de 3 a 20 resíduos de 

aminoácidos, e as suas bioatividades são baseadas na sua composição de 

aminoácidos, bem como sua sequência. Estudos têm demonstrado que a proteína 

de soja são excelentes fontes de peptídeos bioativos, apresentando propriedades 

hipocolesterolêmica, anti-hipertensivas, antitrombótica, antimicrobiana, 

anticancerígena e antioxidante (WANG;  DE MEJIA, 2005; ROY; BOYE;  SIMPSON, 

2010; SARMADI; ISMAIL, 2010; ZHANG et al., 2010). 

Hidrolisados de proteína de origem animal e vegetal tem sido 

estudados por suas significantes propriedades antioxidantes. E essa habilidade dos 

hidrolisados proteicos de inibir alterações causadas pela oxidação lipídica parece 

estar relacionada à sua composição, à sequência dos aminoácidos e ao tamanho 

dos peptídeos liberados na hidrólise (PEÑA-RAMOS et al., 2004; WANG et al., 

2006). 

Segundo Chen et al. (1996), Sakanaka et al. (2004) e Cumby et al. 

(2008), os peptídeos são caracterizados como potenciais antioxidantes devido sua 
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capacidade de quelar metais ou sequestrar radicais livres. Sendo assim, a presença 

de aminoácidos aromáticos afeta a capacidade antioxidante de um peptídeo, já que 

o grupo hidroxil é capaz de doar hidrogênio e estabilizar radicais livres. 

Conforme De Mejia e Lumen (2006), o grau de hidrólise, o tipo de 

protease e condições utilizadas nos isolados proteicos podem afetar as propriedades 

bioativas e antioxidantes dos peptídeos. A glicinina apresenta-se como principal 

precursora dos peptídeos isolados, enquanto que a β-conglicinina demonstra-se 

parcialmente resistente ao processo de hidrólise. Alguns aminoácidos apresentam 

capacidade de retardar a oxidação lipídica, entre eles: a tirosina, metionina, histidina, 

lisina, triptofano, glicina, alanina e cisteína (CHEN et al.,1996; PEÑA-RAMOS et al., 

2004; MENDIS et al., 2005; SINHA et al., 2007). 

 

 

3.5  Pré-tratamento enzimático com carboidrases para extração de proteínas 

 

 

Os polissacarídeos localizados na parede celular podem dificultar o 

acesso às proteínas e sua extração (DUEÑAS et al., 2007; TANG et al., 2002). De 

acordo Cutter (1996) e Zhong e Ye (2007), a parede celular vegetal é uma zona de 

fronteira entre cada célula, e morfologicamente é dividida por três camadas, sendo 

elas a lamela média, a parede celular primária e parede celular secundária. 

Apresenta as seguintes funções: conferir rigidez, tamanho e formato da célula, 

controlar o transporte intracelular, armazenar reservas alimentares, e proteger contra 

ataque de insetos e agentes patogênicos.  

A primeira parede a ser formada pela célula é a parede celular 

primária, e é depositada sobre cada lado da lamela média pelas células adjacentes, 

recobrindo a membrana plasmática. É composta por três estruturas independentes, 

as microfibrilas de celulose, os polissacarídeos não-celulósicos (pectina e 

hemicelulose) e as proteínas estruturais. A lamela média é composta por 

substâncias pécticas que mantém as paredes primárias juntas às células adjacentes, 

sendo então denominadas de substâncias intercelulares. Quando o crescimento 

celular é finalizado, há a formação da parede secundária, que é composta de 40% 

de celulose (RAVEN et al., 2001; WALDRON et al., 2003). 
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A celulose, principal componente de sustentação das estruturas 

vegetais, é um homopolímero de moléculas de glicose unidas por ligações 

glicosídicas β-1,4. As moléculas de celulose estão interligadas por pontes de 

hidrogênio, formando microfibrilas muito resistentes. As fibras de celulose são 

constituídas por região amorfa, que é a porção hidrolisável, e região cristalina, a 

porção resistente (WALDRON et al., 2003; LEROUXEL, 2006).  

Segundo McDougall et al. (1996) e Waldron et al. (2003), a 

hemicelulose é definido como um grupo heterogêneo de polissacarídeos ramificados 

que se ligam firmemente á superfície das microfibrilas de celulose e entre si. Estes 

polissacarídeos apresentam ligação β1,4 de xilose, manose ou glicose, formando 

uma estrutura principal composta por um tipo específico de resíduos, a partir da qual 

surgem ramificações laterais de outros açúcares.  

A parede celular vegetal ainda contém proteínas estruturais, sendo a 

extensina a principal glicoproteína, a qual é constituída por hidroxiprolina e outros 

aminoácidos, como a lisina, serina e tirosina.  Essas proteínas são capazes de fazer 

ligações covalentes intra e intermoleculares com demais constituintes da parede 

celular (WALDRON et al., 2003). 

Entre as enzimas celulases, há o grupo das endoglucanases, que 

apresentam o nome sistêmico de 1,4-β-D-glucana-4-glucanohidrolases, no entanto 

são referenciadas de várias outras maneiras. Este grupo de enzimas é capaz de 

clivar randomicamente as ligações internas da região amorfa da cadeia de celulose, 

liberando oligossacarídeos de variados tamanhos (ARANTES, SADDLER, 2010; 

BHAT, 2000; LYND et al., 2002). Conforme Schomburg e Salzmann (1991), as 

enzimas β-glucanases podem ser classificadas de acordo com o substrato clivado 

preferencialmente, podendo clivar preferencialmente porções internas (endo-β-

glucanases) ou externas (exo-β-glucanases) do polímero de β-1,3,1,4-glucana .  

As β-glucanases apresentam diferentes aplicações biotecnológicas, 

sendo que essas enzimas atuam sobre diversas substâncias naturais que possuem 

ligações β-1,3-1,4-glicosídicas. Assim, podem ser utilizadas em indústrias de 

alimentos, auxiliando na produção de bebidas como vinhos e cervejas, na obtenção 

de oligossacarídeos que apresentam atividades funcionais, entre outros (KIRK et al., 

2002; BLASCO et al., 2006; GIESE et al., 2010).  

De acordo com Schmidt e Salas-Mellado (2009) e a empresa 

Novozymes (2014), entre as carboidrases comerciais, a Viscozyme® é um complexo 
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multi-enzimático que inclui celulase, hemicelulase, xilanase e a β-glucanase, que 

apresenta atividade enzimática principal. É produzida a partir do Aspergillus 

aculeatus e possui atividade sobre substâncias similares à pectina com cadeias 

ramificadas, encontradas nas paredes celulares da soja.  

Os polissacarídeos localizados na parede celular podem limitar o 

acesso de enzimas à nutrientes, e a utilização de carboidrase para extração de 

proteínas tem sido aplicado desde 1997. A enzima Viscozyme® é capaz de 

desintegrar tecidos da parede celular pela hidrolise das ligações entre 

polissacarídeos, liberando xilose, hemicelulose, celulose e outros componentes 

intercelulares, como as proteínas (ANON, 2008). 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1  Material e preparo da amostra 

 

 

Para a realização deste trabalho, as amostras de okara, provenientes 

do processo de obtenção do extrato aquoso, foram doadas pela Cocamar 

Cooperativa Agroindustrial, Maringá-PR.  

As amostras foram desidratadas em estufa com circulação de ar a 40 

ºC por 24 horas. O produto seco foi moído em um moinho de facas para obtenção da 

farinha de okara. Esta foi desengordurada com n-hexano (1:10, p/v) por 30 minutos 

na mesa agitadora orbital (modelo Ma-140, Marconi) à 300 rpm e temperatura 

ambiente, após a filtração a vácuo, a farinha de okara desengordurada foi embalada 

em frascos de vidro e armazenada em refrigerador doméstico (7ºC) até o momento 

de realização das análises.   

No processo de hidrólise enzimática do concentrado proteico, foi 

utilizada a protease Alcalase® 2.4L tipo FG da Novozymes, oriunda de Bacillus 

licheniformis, com atividade declarada de 2.4 AU-A/g. Unidades Anson (AU) por 

grama. Uma Unidade Anson (AU) equivale a um miliequivalente de tirosina liberada 

da hidrólise de hemoglobina por minuto. Para a hidrólise da parede celular do okara 

foi utilizado o complexo multi-enzimático (composto por celulase, hemicelulase, 

xilanase e a β-glucanase)  Viscozyme® da Novozymes, oriundo de Aspergillus 

aculeatus, com atividade declarada 100 FBG/g, onde cada FBG é a quantidade de 

enzima necessária, em condições padrões (30 °C, pH 5,0 e 30 minutos de reação), 

para hidrolisar β-glucanas. 

 

 

4.2 Métodos 

 

 

4.2.1 Composição centesimal da farinha desengordurada do okara 
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4.2.1.1 Determinação de umidade 

 

A umidade foi determinada por método gravimétrico, em estufa a 105 

°C, até peso constante, empregando o método descrito no AOAC (1990). Esta 

determinação foi realizada em triplicata e a umidade foi expressa em g/100g. 

 

4.2.1.2 Determinação de cinzas 

 

A determinação do resíduo mineral foi feita por uma carbonização 

prévia, seguida de uma incineração completa em mufla a 550 ºC e posteriormente 

quantificado pela diferença de peso. A análise foi feita em triplicata e o resultado foi 

expresso em g/100g (INSTITUTO, 2008).  

 

4.2.1.3 Determinação do teor de proteínas totais 

 

O teor de proteínas totais do okara foi determinado pelo método de 

Kjeldahl descrito pela AACC (1995), utilizando o fator 6,25 para converter o valor de 

nitrogênio em proteína total. 

  

4.2.1.4 Determinação do teor de lipídios  

 

Foi utilizado para a determinação de lipídios totais o método de 

Soxhlet, com solubilização da fração lipossolúvel da amostra analisada por meio do 

solvente hexano (INSTITUTO, 2008). 

 

4.2.1.5 Determinação de carboidratos totais 

 

O teor de carboidratos totais foi determinado por diferença entre 100. 
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4.2.2 Pré-tratamento da farinha de okara com a enzima Viscozyme®, extração e 

concentração das proteínas  

 

 

Para a sua otimização, foi realizado um planejamento experimental 

fatorial 23, com 3 repetições no ponto central (Tabela 3). As variáveis independentes 

utilizadas foram: temperatura (37 a 53°C), pH (5,5 a 6,5) e concentração de enzima 

(1,5 a 4%). As análises estatísticas foram realizadas por meio do software StatSoft 

Statistica 10, visando verificar o efeito das variáveis nas funções respostas teor de 

proteína (%) e recuperação de proteína no concentrado proteico (%). 

 

Tabela 3- Ensaios do planejamento experimental variando os parâmetros 
temperatura (T) pH e concentração de enzima (E) nos experimentos de pré-
tratamento. 

Codificado Real 

Ensaios T pH E T (ºC) pH E (%) 

1 -1 -1 -1 40 5,7 2 

2 1 -1 -1 50 5,7 2 

3 -1 1 -1 40 6,3 2 

4 1 1 -1 50 6,3 2 

5 -1 -1 1 40 5,7 3,5 

6 1 -1 1 50 5,7 3,5 

7 -1 1 1 40 6,3 3,5 

8 1 1 1 50 6,3 3,5 

9 -1,68 0 0 37 6 2,75 

10 1,68 0 0 53 6 2,75 

11 0 -1,68 0 45 5,5 2,75 

12 0 1,68 0 45 6,5 2,75 

13 0 0 -1,68 45 6 1,5 

14 0 0 1,68 45 6 4 

15 0 0 0 45 6 2,75 

16 0 0 0 45 6 2,75 

17 0 0 0 45 6 2,75 

 

Para a realização aleatória de cada experimento, foram utilizados 

frascos de erlenmeyer contendo 5,0 g de okara desengordurada e adicionados 95 

mL de tampão citrato fosfato com pH (5,5, 5,7, 6,0, 6,3 ou 6,5). Atingida a 

temperatura (37 ºC, 40 ºC, 45 ºC, 50 ºC ou 53 ºC), foi adicionado o complexo multi-

enzimático na concentração determinada (1,5, 2,0, 2,75, 3,5 ou 4%) e a solução foi 
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agitada (mesa agitadora orbital Dubnoff com controle de temperatura, Mod.T-53, 

TECNAL, Piracicaba, Brasil) por 2 horas. 

Após a realização de cada experimento de pré-tratamento do okara com a 

enzima (Tabela 1), as proteínas foram extraídas conforme a metodologia descrita 

por Ma et al. (1997), com algumas modificações (Figura 4). Assim, para extração das 

proteínas, o pH de cada amostra foi ajustado para 9,0 com NaOH 1 M e agitados em 

uma mesa agitadora orbital Dubnoff,  por 30 min a 60 °C.  Em seguida, foi 

centrifugada a 14 204g em centrífuga refrigerada (modelo 5804-R, Eppendorf, 

Hamburgo, Alemanha) por 30 min a 4 ºC e obtido o sobrenadante e descartado o 

precipitado. O pH do sobrenadante foi ajustado para 4,5 com HCl 0,5M para 

precipitação das proteínas. Após centrifugação a 14 204g por 30 min a 4 ºC, foram 

obtidos o sobrenadante e a proteína precipitada ou o concentrado proteico. Neste 

concentrado proteico, foram determinadas as funções-respostas conteúdo proteico 

(CP) e recuperação de proteínas (RP). 

Como amostra controle foi obtido um concentrado proteico de okara sem o 

pré-tratamento enzimático, o qual também se determinou CP e RP. 
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Figura 4- Fluxograma do processo de concentração das proteínas 

 

O teor de proteínas totais foi determinado pelo método de Kjeldahl, e a 

recuperação de proteína no concentrado proteico foi definida pela seguinte equação: 

 

      
      

       
     

           

             
                                            (Eq.1) 

 

Onde: RP é a recuperação de proteína (%) no concentrado proteico; MPconc é a 

massa de proteína no concentrado (g); MPokara é a massa de proteína na farinha de 

okara (g); Xconc é o conteúdo de proteína no concentrado (g/g fração); Xokara é o 

conteúdo de proteína na farinha de okara (g/g farinha); mconc é a massa do 

concentrado (g); mokara é a massa de farinha de okara (g). 

 

Para a elaboração dos modelos preditivos, foi utilizado o software 

Statistica 10 (Statsoft, Tulsa, EUA), com a finalidade de assegurar a validade dos 

coeficientes dentro de um nível de confiança de 90%, através de análises 



44 

estatísticas apropriadas. Após a análise estatística dos coeficientes, foi realizada 

análise de variância (ANOVA), que consiste na avaliação do coeficiente de 

determinação (R2) e do teste F, para verificar se o modelo apresenta um ajuste 

adequado dos dados experimentais. 

Após a definição das condições ótimas do pré-tratamento com a 

Viscozyme®, as amostras foram concentradas e liofilizadas para realizar a hidrólise 

enzimática proteica.  

 

 

4.2.3 Hidrólise Enzimática do Concentrado Proteico pela Alcalase 

 

 

Foi realizado um delineamento composto central rotacional (DCCR) 23 

para verificar o efeito das variáveis temperatura da reação enzimática (40 a 70 °C), 

razão enzima:substrato (0,5 a 5 %, g enzima/100g proteína) e pH (7,0 a 9,0) sobre o 

grau de hidrólise. Foram realizados 8 ensaios fatoriais, 6 axiais e 3 centrais, 

totalizando 17 ensaios experimentais (Tabela 4). 

 

Tabela 4- Ensaios do planejamento experimental variando os parâmetros 
temperatura (T) pH e razão enzima substrato (E/S), nos experimentos de hidrólise. 

 Codificado Real 

Ensaios T E/S pH T (ºC) E/S (%) pH 

1 -1 -1 -1 46 1,4 7,4 

2 1 -1 -1 64 1,4 7,4 

3 -1 1 -1 46 4,1 7,4 

4 1 1 -1 64 4,1 7,4 

5 -1 -1 1 46 1,4 8,6 

6 1 -1 1 64 1,4 8,6 

7 -1 1 1 46 4,1 8,6 

8 1 1 1 64 4,1 8,6 

9 -1,68 0 0 40 2,75 8,0 

10 1,68 0 0 70 2,75 8,0 

11 0 -1,68 0 55 0,5 8,0 

12 0 1,68 0 55 5,0 8,0 

13 0 0 -1,68 55 2,75 7,0 

14 0 0 1,68 55 2,75 9,0 

15 0 0 0 55 2,75 8,0 

16 0 0 0 55 2,75 8,0 

17 0 0 0 55 2,75 8,0 
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Os experimentos de hidrólise foram conduzidos em um béquer 

encamisado de 250 mL com sistema de agitação e aquecimento utilizando o método 

pH-stat (Figura 5), descrito por Adler-Nissen (1986). Foi colocado no béquer 2 g de 

concentrado proteico obtido do okara, previamente liofilizado, e 100 mL de água 

destilada. A mistura foi mantida em agitação por um agitador magnético, aquecida a 

uma determinada temperatura (40 Cº, 46 Cº, 55 Cº, 64 Cº e 70 Cº) e o pH ajustado 

(7,0, 7,4, 8,0, 8,6, 9,0) com NaOH 1 M. Em seguida, a enzima Alcalase® foi 

adicionada à mistura e a reação monitorada com auxílio de um pHmetro 

acrescentando-se NaOH  0,1 M de modo a manter o pH constante. O volume de 

base consumida foi anotado em intervalos regulares até que as variações do 

consumo da base se tornarem insignificantes, indicando o final da hidrólise, e usado 

para calcular o grau de hidrólise.  

 

Figura 5- Montagem experimental para a hidrólise enzimática do okara 

.  
 

 

A otimização da hidrólise enzimática foi feita pela função desejabilidade 

de modo a obter maiores valores de grau de hidrólise (GH), que foi calculado 

conforme descrito por Adler-Nissen (1986).  Para a elaboração dos modelos, foi 

utilizado o software Statistica 10 (Statsoft, Tulsa, EUA), com a finalidade de 

assegurar a validade dos coeficientes dentro de um nível de confiança de 90%, 

através de análises estatísticas apropriadas. Após a análise estatística dos 

coeficientes, foi realizada análise de variância (ANOVA), que consiste na avaliação 
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do coeficiente de determinação (R2) e do teste F, verificando se o modelo apresenta 

um ajuste adequado dos dados experimentais. 

 

4.2.3.1 Grau de hidrólise 

 

O grau de hidrólise (GH) foi definido por Adler-Nissen (1986) como 

sendo o número de ligações peptídicas hidrolisadas, expresso em equivalentes de 

hidrólise (h), em relação ao número total de ligações peptídicas antes da reação 

(htotal). Para a maioria das proteínas, htotal corresponde a 8 moles equiv/kg de 

proteína, estimado com base na composição de aminoácidos.  

100
hMP

NV
100

h

h
(%)GH

total

bnaOH

total





      (Eq.2) 

 

Onde: h é o número de ligações peptídicas (moles equiv/kg); VNaOH é o volume da 

base consumida durante a hidrólise para manter o pH constante (ml); Nb é a 

normalidade da base; MP é a massa de proteína (g, determinado em N  fator de 

Kjeldahl); e  é o grau de dissociação. 

 

Quando uma ligação peptídica é hidrolisada a pH superior a 6,5, o 

grupo carboxi terminal formado, contribui para o abaixamento do pH. O consumo de 

base (medido por titulação contínua), necessário para manter o pH constante ao 

longo da reação, é utilizado no cálculo do GH. Considerando que o pK médio dos 

grupos amino seja constante, deverá existir uma proporcionalidade entre a liberação 

de prótons (igual ao consumo de base) e a quantidade de ligações peptídicas 

clivadas. O fator de proporcionalidade é o grau de dissociação dos grupos -amino 

() (ADLER-NISSEN, 1986):  

 

pHpK101

1


        (Eq.3) 

Onde: pH é constante e pK varia com a temperatura na qual a reação é conduzida. 
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O valor de pK, de acordo com Steinhart & Beychok (19641 apud 

KRISTINSSON e RASCO, 2000), pode ser estimado através da equação (4.3): 

 

2400
T298

T298
8,7pK 




       (Eq.4) 

 

Onde: T é a temperatura em Kelvin. 

 

O hidrolisado proteico foi obtido a partir da hidrólise enzimática do 

concentrado proteico nas condições otimizadas. Ele foi caracterizado em termos de 

composição de isoflavonas, perfil eletroforético dos peptídeos e atividade 

antioxidante. Também foi obtida a curva de cinética de hidrólise enzimática (GH 

versus tempo). 

 

4.2.4  Análises físico-químicas  

 

 

4.2.4.1 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (SDS-Page) 

 

A determinação do perfil eletroforético das proteínas do okara e dos 

peptídeos presentes no hidrolisado proteico foi feita de acordo com a metodologia de 

Laemmli (1970), utilizando gel de separação com 20% de acrilamida e de 

empilhamento com 4%. As amostra do concentrado e do hidrolisado foram diluídas 

em uma solução tampão contendo 0,5M Tris-HCl pH 6,8, 5% de β-mercaptoetanol, 

de modo a obter uma concentração de proteína de 4% e 2,26% respectivamente e 

foram aquecidas à 95 ºC por 5 minutos.  Após resfriadas, alíquotas de 12 µL de cada 

amostra foram aplicadas no gel com 2% de SDS e 20% de glicerol. As análises 

foram realizadas em um sistema Mini-protein II (Electrophoresis Power Supply 

Loccus Bioltecnologia), e o gel correu a 200 V e 60 mA durante 1 hora e 20  minutos. 

                                                      

1
 STEINHARDT, H.; BEYCHOK, S. Interaction of protein with hydrogen ions and other small ions and molecules. In: H. Neurath 

(Ed). The proteins, vol. 2. New York: Academic Press, 1964. p. 139-304.  
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O perfil de massa molecular das proteínas foi determinado utilizando-se o padrão 

Precision Plus Protein (Bio-Rad). 

 

4.2.4.2 Extração e Quantificação de Isoflavonas 

 

A extração das isoflavonas nas amostras de okara e do hidrolisado 

proteico foi feita de acordo com a metodologia descrita por Yoshiara et al. (2012). 

Alíquotas de 300 mg de amostra desengordurada e 6,0 mL de solvente extrator 

composto por água, etanol e acetona (1:1:1, v/v/v) foram colocadas em tubos de 

ensaios, e durante 1 h à temperatura ambiente os tubos foram agitados em vortex 

de 15 em 15 minutos. Logo após, os tubos foram colocados em banho ultrassônico à 

temperatura ambiente durante 15 min. Posteriormente as amostras foram 

centrifugadas em centrífuga refrigerada (Eppendorf 5804 R, Hamburgo, Alemanha) 

por 15 minutos a 800g (21 000 rpm) a temperatura de 4 ºC e os sobrenadantes 

foram então filtradas em filtros Millex – LH (0,20 µm) utilizando a seringa e nos vials 

próprios do equipamento.  

A etapa de separação e quantificação das isoflavonas foi realizada de 

acordo com a metodologia de Handa et al. (2014), em que foi utilizado a fase 

reversa modelo Acquity – UPLC BEH C18 (Waters, 2,1 mm x 50 mm, partículas de 

1,7 µm) utilizando-se cromatógrafo líquido de ultra alta eficiência da (modelo Acquity, 

Waters) e injetor automático de amostras. Utilizou-se um sistema de gradiente 

binário com fase inicial de 90% de H2O acidificada com ácido acético glacial (pH 3,0) 

e 10% de acetonitrila. Em 8 min de eluição, atingiu-se uma proporção de 0% de H2O 

e 100% de acetonitrila, retornando às condições iniciais em 9 min. O tempo total da 

corrida foi de 10 min e o volume injetado de 1,4 μL. A vazão da fase móvel foi de 

0,70 mL min-1 e a temperatura da corrida mantida constante a 35 °C. Para a 

detecção, foi utilizado o detector de arranjo de diodos da marca Waters ajustado ao 

comprimento de onda de 260 nm. A identificação das isoflavonas foi realizada por 

comparação com curvas individuais de padrão de daidzina, glicitina, genistina, 

daidzeína, gliciteína, genisteína (Sigma-Aldrich), acetil-daidzina, acetil-glicitina e 

acetil-genistina malonil-daidzina, malonil-glicitina e malonil-genistina (Wako Pure 

Chemical Industries, Ltd., Osaka, Japan). A concentração das isoflavonas 

malonilglicosídicas foi calculada a partir das curvas dos padrões dos seus 

correspondentes β-glicosídeos utilizando a similaridade do coeficiente de extinção 
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(Coward et al., 1993). A quantificação por padronização externa foi feita utilizando 

como referência, as curvas dos padrões. Os resultados foram realizados em 

triplicata e expressos em mg g-1, em base seca.  

 

4.2.4.3 Atividade antioxidante pelo método da capacidade sequestradora do radical 

ABTS+ (2,2’,azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico)) 

 

A capacidade antioxidante do hidrolisado frente ao radical livre ABTS+ foi realizada 

de acordo com Sanchez- Gonzales et al. (2005) com modificações. A solução ABTS 

foi preparada em meio aquoso. O cátion ABTS+ foi produzido reagindo com solução 

estoque ABTS 7 mM com persulfato de potássio 140 mM. A mistura foi armazenada 

em frasco escuro e em temperatura ambiente por 16 horas antes do uso. A solução 

ABTS+ foi diluída com tampão fosfato (pH 7.4) para uma absorbância de 0,7 a 730 

nm. As amostras de concentrado e de hidrolisado foram diluídas em 4mL da solução 

ABTS+, e as leituras de absorbância a 730 nm foram realizadas após 6 minutos de 

reação. Soluções de etanol com concentrações conhecidas de trolox (1,25, 2,5, 4, 5, 

7,5 e 10 µMol/L) foram usadas para calibração. O ensaio foi realizado em triplicata, e 

os resultados de capacidade antioxidante foram expressos como µM de Trolox 

equivalente (TE) por grama de amostra. 

 

4.2.4.4 Atividade antioxidante pela atividade inibidora da peroxidação lipídica 

independente de Fe+2  

 

Para a determinação da capacidade antioxidante pelo método FRAP, 

foi utilizada a metodologia descrita por Benzie e Strain (1996), com algumas 

modificações. Foram preparadas soluções estoque de TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-

triazine) 10 mM em HCl 40 Mm, cloreto de ferro hexahidratado (FeCl3.6H2O) 20 mM 

e tampão acetato (5 mM; pH 3,6). O reagente de trabalho FRAP foi preparado no 

momento da análise misturando 25 mL de tampão acetato (5 mM; pH 3,6), 2,5 mL 

de solução estoque de TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-triazine; 10 mM) e 2,5 mL de solução 

estoque de FeCl3.6H2O (20 mM), exatamente nesta ordem. A solução foi incubada a 

37°C durante 30 minutos. Para a reação, foram adicionados 10 μL de amostra e 110 

µL de água destilada a 900 µL de reagente FRAP recentemente preparado. Para o 

branco foram adicionados 900 µL de reagente FRAP em 120 µL de água destilada. 
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A reação ocorreu no escuro mantendo a temperatura em 37 °C durante 30 minutos. 

Terminado o tempo de reação, leituras de absorbância foram feitas a 593 nm em um 

espectrofotômetro UV-visível. Os resultados foram correlacionados com uma curva 

padrão de Trolox feita com soluções variando a concentração de 50 a 500 µM a 

partir da solução padrão de Trolox (10 mM). Todos os ensaios foram realizados em 

triplicata. Os resultados de capacidade antioxidante foram expressos como µM de 

Trolox equivalente (TE) por grama de amostra. 

 

4.2.4.5  Microscopia Óptica de Fluorescência 

 

As lâminas contendo as amostras foram montadas com 25 µL de um 

meio composto por 40 µL de uma solução de DABCO [1,4-diazabiciclo (2.2.2) octano 

(2,3%), 20 mM Tris HCl, pH 8,0, (2%) e glicerol (90%), em água destilada, 40 µL de 

água destilada e 8 µL de calcofluor. Todas as imagens foram obtidas com 

microscópio óptico de fluorescência (4500 DM B, Leica, Wetzlar, Alemanha), 

equipado com uma câmara de DFC 300FX, e software Leica IM50 4.0.  Para otimizar 

e melhorar o contraste e brilho, foi utilizado o software Imagem iGrafx. 
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Os resultados obtidos estão redigidos na forma de dois artigos 

científicos, conforme segue: 
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KUROZAWA, L.E. Ação do complexo multi-enzimático melhora a extração e 

obtenção de concentrados proteicos do okara.  

 

 

Artigo B 

 

 

FIGUEIREDO, V.R.G.; GEORGETTI, S.R.; IDA, E.I.; KUROZAWA, L.E. 

Otimização da hidrólise enzimática das proteínas do okara para obtenção de 

hidrolisados proteicos com elevada capacidade antioxidante. 
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5.1 Artigo Científico A 

 

AÇÃO DO COMPLEXO MULTI-ENZIMÁTICO MELHORA A EXTRAÇÃO E 

OBTENÇÃO DE CONCENTRADOS PROTEICOS DO OKARA  

 

FIGUEIREDO, V.R.G.1, YAMASHITA, F. 1, VANZELA, A.L.L.2, IDA, E.I. 1, 

KUROZAWA, L.E. 1,* 

 

1Universidade Estadual de Londrina. Programa de Pós Graduação em Ciência 

de Alimentos, 86.057-970, Londrina, PR, Brasil.  

2Departamento de Biologia Geral, Universidade Estadual de Londrina, 86.057-

970, Londrina, PR, Brasil. 

 

 

RESUMO 

 

O okara, subproduto da elaboração de extrato de soja, apresenta elevado 

conteúdo de proteínas, com 27 a 38% em base seca. Estas são reconhecidas 

na indústria alimentícia por seu elevado valor nutritivo e funcionalidade 

tecnológica. No entanto, a parede celular pode limitar a extração de proteínas. 

Sendo assim, esse trabalho teve como objetivo otimizar o pré-tratamento 

enzimático do okara, utilizando o complexo multi-enzimático Viscozyme®, para 

aumentar a extração proteica. Foi utilizado o delineamento composto central 

rotacional (DCCR), para avaliar o efeito das variáveis temperatura (37 – 53 °C), 

concentração de enzima (1,5 – 4%) e pH (5,5 – 6,5) sobre as funções-

respostas, conteúdo e a recuperação de proteínas do concentrado proteico. A 

condição ótima do pré-tratamento enzimático, de modo a obter máximos 

valores das respostas estudadas, foi à 53 ºC, pH 6,2 e concentração de enzima 

de 4%. Nessa condição, obteve-se um concentrado proteico com 56% de 

proteínas (base seca), correspondendo a uma elevação de 17% em 

                                                      
* Autor correspondente: 
 Universidade Estadual de Londrina. Programa de pós-graduação em Ciência de 
Alimentos. Rod. Celso Garcia Cid, PR 445, km 380, Caixa Postal 6001, 86051-980, Londrina, 
PR, Brasil. Telefone: +55 (43) 3371-4987. E-mail: louise@uel.br 
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comparação com a amostra controle sem o pré-tratamento enzimático. 

Também, foram recuperados 28% das proteínas do okara no concentrado 

proteico, valor duas vezes superior ao encontrado para a amostra controle. 

Estes resultados demonstram que a ação do complexo multi-enzimático sobre 

a parede celular pode melhorar significativamente a extração de proteínas a 

partir de okara. 

 

Palavras-chave: Concentrado proteico. Hidrólise enzimática. Planejamento 

experimental. Soja. Microscopia de fluorescência. 
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1  INTRODUÇÃO 

 

O okara é um subproduto da soja obtido a partir do processo de filtração do 

extrato aquoso, e apresenta elevado valor nutritivo, sendo rico em fibras (10-12%), 

proteínas (27-38%), lipídios insaturados (17%) e carboidratos (25,2 - 30,0%). Apesar 

de ser aproveitado principalmente como ração animal, pesquisas demonstram que 

sua elevada qualidade nutricional, principalmente em função do seu teor de 

proteínas, possibilita ampliar a sua aplicação na nutrição humana, visando melhorias 

dos produtos alimentícios (CHAN; MA, 1999; SHIMIZU, 2002; SUREL; COUPLET, 

2005). 

As proteínas da soja são reconhecidas na indústria alimentícia por seu 

elevado valor nutritivo e funcionalidade tecnológica, possibilitando aumentar a 

ingestão de aminoácidos essenciais (JACKSON et al., 2001; WALISZEWSKI et al., 

2002). Os concentrados e isolados proteicos são extensivamente utilizados para a 

formulação de produtos alimentícios, em decorrência de suas propriedades 

nutricionais e funcionais, além de apresentar sabor neutro (MARTINS; NETTO, 

2006).  

No entanto, os polissacarídeos da parede celular podem limitar o acesso às 

proteínas e sua extração (DUEÑAS et al., 2007; TANG et al., 2002). Preece et al. 

(2014), em seu estudo da microestrutura da soja e do okara por microscopia 

confocal, verificaram a localização da proteína no interior da célula vegetal e 

sugeriram que um tratamento na parede celular poderia melhorar a extração proteica 

do okara. Tratamentos enzimáticos para reduzir a rigidez da parede celular e 

melhorar a extração e rendimento de óleos e proteínas têm se mostrado 

promissores (KASAI et al., 2004; ROSENTHAL et al., 2001). Complexos multi-

enzimáticos contendo uma ampla variedade de carboidrases são capazes de 

desintegrar a parede celular pela hidrólise das ligações entre polissacarídeos, 

liberando componentes intercelulares como as proteínas (DUEÑAS et al., 2007). 

Estudos sobre os efeitos do pré-tratamento de matérias-primas com carboidrases 

para melhorar a extração de proteína foram realizados em farelo de aveia (LIU et al., 

2008), em farelo de arroz (ANSHARULLAH; HOURIGAN; CHESTERMAN, 1997) e 

em folhas de oliveira (VERGARA-BARBERÁN et al., 2015).  

A atividade de uma enzima é afetada por vários fatores, entre os quais se 

destacam pH, temperatura e concentração de enzima e de substrato (STEWART, 
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1984; RICHARDSON; HYSLOP, 1985; LEHNINGER, 1995). O conhecimento desses 

fatores é importante, uma vez que a otimização dos parâmetros da hidrólise 

enzimática é essencial para o desenvolvimento de um processo eficiente e 

econômico visando à obtenção de concentrados ou isolados proteicos. 

Tendo em vista o sucesso obtido na aplicação de hidrólise enzimática para 

extração de proteínas em outras matérias-primas, este trabalho teve como objetivo 

otimizar o pré-tratamento enzimático do okara com o  complexo multi-enzimático 

Viscozyme®, a partir de um planejamento composto central rotacional, visando 

aumentar a extração e obtenção de concentrado proteico.  

 

 

2  MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1  Material e Preparo de Amostra 

 

O okara proveniente do processo de obtenção do extrato de soja foi doado 

pela Cocamar Cooperativa Agroindustrial (Maringá, PR, Brasil). O material foi 

imediatamente desidratado em estufa com circulação de ar a 40 ºC por 24 h. Em 

seguida, foi moído em um moinho de facas para obtenção da farinha de okara. Esta 

foi desengordurada com n-hexano (1:10, p/v) mediante agitação (mesa agitadora 

orbital, modelo Ma-140, Marconi, Piracicaba, Brasil) por 30 min a 300 rpm, sob 

temperatura ambiente. Após filtração a vácuo, a farinha desengordurada foi 

armazenada em refrigerador a  7 °C até o momento das análises.   

Para a hidrólise da parede celular do okara, foi utilizado o complexo multi-

enzimático (composto por celulase, hemicelulase, xilanase e a β-glucanase) 

denominado de Viscozyme® (Novozymes, Bagsvaerd, Denmark) oriunda de 

Aspergillus aculeatus, com atividade declarada de 100 FBG/g. Cada FBG é a 

quantidade de enzima necessária, em condição padrão (30 °C, pH 5,0) para 

hidrolisar β-glucanas. 

 

2.2 Pré-tratamento enzimático do okara, extração e concentração das proteínas 

 

Para a otimização do pré-tratamento enzimático do okara utilizando o 

complexo multi-enzimático Viscozyme®, foi aplicado o delineamento composto 
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central rotacional 23, com 3 repetições no ponto central, totalizando 17 ensaios 

(Tabela 1). Assim, foram avaliados os efeitos das variáveis independentes 

temperatura (37, 45, 43, 50 e 53 °C), pH (5,5, 5,7, 6,0, 6,3 e 6,5) e concentração de 

enzima (1,5, 2,0, 2,75, 3,5 e 4,0%), sobre as funções-respostas conteúdo de 

proteína CP (%) e recuperação de proteína no concentrado proteico RP (%). Os 

intervalos de temperatura, pH e concentração de enzima utilizados neste estudo 

foram baseados na literatura e em testes preliminares.  

Os experimentos foram realizados de forma aleatória. Frascos de 

erlenmeyer contendo 5,0 g de farinha de okara desengordurada, e 95 mL de tampão 

citrato fosfato com diferentes pH (5,5, 5,7, 6,0, 6,3 ou 6,5) foram colocados em 

banho Dubnoff (Mod.T-53, TECNAL, Piracicaba, Brasil) na temperatura (37 ºC, 40 

ºC, 45 ºC, 50 ºC ou 53 ºC) específica de cada ensaio. E após atingirem a 

temperatura, foram adicionadas a enzima na concentração especifica de cada 

ensaio (1,5, 2,0, 2,75, 3,5 ou 4%), sendo então agitados (Dubnoff com controle de 

temperatura) por 2 horas. 

 

Tabela 1- Planejamento experimental com as variáveis independentes reais e 
codificadas e funções-respostas avaliadas. 

Ensaio 
Variáveis Independentes Funções-respostas 

T (Cº) pH E (%) CP RP 

1 40 (-1) 5,7 (-1) 2 (-1) 53,83 24,01 
2   50 (+1) 5,7 (-1) 2 (-1) 46,88 27,25 
3   40 (-1) 6,3 (+1) 2 (-1) 55,27 22,12 
4   50 (+1) 6,3 (+1) 2 (-1) 49,74 28,62 
5   40 (-1) 5,7 (-1) 3,5 (+1) 59,3 31,65 
6   50 (+1) 5,7 (-1) 3,5 (+1) 52,71 35,29 
7   40 (-1) 6,3 (+1) 3,5 (+1) 45 35,45 

8   50 (+1) 6,3 (+1) 3,5 (+1) 58,96 31,28 

9 37 (-1,68) 6 (0) 2,75 (0) 54,34 24,53 
10 53 (+1,68) 6 (0) 2,75 (0) 61,66 30,5 
11   45 (0) 5,5 (-1,68) 2,75 (0) 43,11 19,44 
12   45 (0) 6,5 (+1,68) 2,75 (0) 50,97 24,8 
13   45 (0) 6 (0) 1,5 (-1,68) 53,99 26,99 
14   45 (0) 6 (0) 4 (+1,68) 51,37 25,66 
15   45 (0) 6 (0) 2,75 (0) 67,17 31,36 
16   45 (0) 6 (0) 2,75 (0) 66,1 28,84 
17   45 (0) 6 (0) 2,75 (0) 66,72 33,37 

T=temperatura em °C, E=% do conteúdo de enzima, CP= conteúdo de 
proteínas e RP = rendimento de proteína. 

 

Após a realização de cada experimento de pré-tratamento do okara com o 

complexo multi-enzimático de carboidrases (Tabela 1), as proteínas foram extraídas 
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conforme a metodologia descrita por Ma et al. (1997), com algumas modificações. 

Assim, para a solubilização das proteínas, o pH de cada amostra foi ajustado para 

9,0 com NaOH 1 M e agitados na mesa agitadora orbital Dubnoff,  por 30 min a 60 

°C.  Em seguida, foram centrifugadas (modelo 5804-R, Eppendorf, Hamburgo, 

Alemanha) a 14 204g por 30 min a 4 ºC. O precipitado foi descartado e o 

sobrenadante teve seu pH ajustado para 4,5 com HCl 0,5 M para precipitação das 

proteínas. Após centrifugação a 14 204g por 30 min a 4 ºC, o sobrenadante foi 

descartado e o precipitado remanescente é o concentrado proteico. Neste 

concentrado proteico, foram determinadas as funções-respostas conteúdo proteico 

(CP) e recuperação de proteínas (RP). 

Como amostra controle foi obtido um concentrado proteico de okara sem o 

pré-tratamento enzimático, o qual também se determinou CP e RP.  

 

2.3  Procedimentos Analíticos 

 

Para a caracterização química da matéria-prima farinha de okara, foram 

determinados em triplicata os conteúdos de umidade, cinzas, proteínas e lipídeos 

segundo a metodologia da AOAC (1995). O conteúdo de proteínas totais foi 

determinado pelo método de Kjeldahl (N x 6,25); lipídios, pelo método gravimétrico 

de extração a quente utilizando extrator de Soxhlet; cinzas, pelo método gravimétrico 

em mufla (550 ºC); o teor de umidade, pelo método gravimétrico em estufa a 105 ºC; 

e o conteúdo de carboidratos totais foi calculado por diferença. 

O conteúdo de proteínas (CP) totais foi determinado pelo método de Kjeldahl 

conforme descrito anteriormente e a recuperação de proteína (RP) no concentrado 

proteico foi definida pela seguinte equação que segue:  

 

      
      

       
     

           

             
                                                            (Eq.1)   

                

onde, RP(%) é a recuperação de proteína no concentrado proteico; MPconc é a 

massa de proteína no concentrado (g); MPokara é a massa de proteína na farinha de 

okara (g); xconc é o conteúdo de proteína no concentrado (g/g fração); xokara é o 

conteúdo de proteína na farinha de okara (g/g farinha); mconc é a massa do 

concentrado (g); mokara é a massa de farinha de okara (g). 
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2.4 Análise Estatística 

 

Para a elaboração dos modelos matemáticos, foi utilizado o software 

Statistica 10 (Statsoft, Tulsa, EUA), com a finalidade de assegurar a validade dos 

coeficientes dentro de um nível de confiança de 90%. Após a análise estatística dos 

coeficientes, foi realizada análise de variância (ANOVA), avaliando o coeficiente de 

determinação (R2) e realizando o teste F, para verificar se cada modelo apresentava 

um ajuste adequado dos dados experimentais. 

 

2.5  Microscopia Óptica de Fluorescência 

 

Amostras de okara antes e após o pré-tratamento enzimático foram 

avaliadas por meio de microscopia óptica de fluorescência. As lâminas contendo as 

amostras foram montadas com 25 µL de um meio composto por 40 µL de uma 

solução de DABCO [1,4-diazabiciclo (2.2.2) octano (2,3%), 20 mM Tris HCl, pH 8,0, 

(2%) e glicerol (90%), em água destilada, 40 µL de água destilada e 8 µL de 

calcofluor. Todas as imagens foram obtidas com microscópio óptico de fluorescência 

(4500 DM B, Leica, Wetzlar, Alemanha), equipado com uma câmara de DFC 300FX, 

e software Leica IM50 4.0.  Para otimizar e melhorar o contraste e brilho, foi utilizado 

o software Imagem iGrafx. 

 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

3.1  Caracterização Química do Okara 

 

Na caracterização química, o okara desengordurado apresentou elevado 

conteúdo de proteínas e carboidratos em base seca (Tabela 2). No estudo de 

enriquecimento de pão de forma Cantuária et al. (2008), utilizaram okara sem 

desengordurar contendo 38,60%, 27,13% e 31,77% de proteína, carboidratos e 

lipídios em base seca, respectivamente. Valores de proteína são próximos aos 

obtidos neste estudo, enquanto que valores de carboidratos e lipídios são 

superiores. Os valores inferiores de lipídios é resultado do processo de 

desengorduramento.    
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Valores semelhantes de cinzas (5,20%) em okara foram encontrados com 

Silvia et al. (2006) em seu estudo de comparação da composição química do grão 

de soja e do okara. No entanto, os autores obtiveram valores superiores de 

conteúdo proteico, o qual apresentou 46,7%.  

 

Tabela 2– Composição centesimal do okara desengordurado 

Composição 
Média (em g/100g de 

okara) ± DP 

Umidade 16,49 ± 0,14 

Proteínas (bs) 31,73 ± 0,78 

Lipídios (bs) 3,04 ± 0,15  

Cinzas (bs) 5,26 ± 0,25 

Carboidratos* 60,47 ± 0,84 

              *Calculado por diferença; DP= desvio padrão; bs= base seca 

 

Variações na composição química do okara são justificadas pelas diferenças 

no processo de obtenção do extrato aquoso (temperatura, maceração entre outros) 

e variedades de soja (MA et al., 1997; SUREL; COUPLET, 2005). 

 

3.2 Otimização do Pré-tratamento do Okara com Carboidrases e Obtenção de 

Concentrado de Proteínas  

 

Para análise estatística (p < 0,1), foram calculados as estimativas dos efeitos 

das variáveis independentes sobre as funções-respostas CP (conteúdo de proteínas 

expressos em %) e RP (recuperação de proteínas expressos em %) (Tabela1), o 

erro padrão, o coeficiente t e a significância estatística (p) (Tabela 3) exclusão das 

variáveis não significativas (p > 0,1).  
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Tabela 3- Estimativa dos efeitos das variáveis independentes sobre as funções-
respostas CP e RP, após a exclusão dos parâmetros não-significativos. 

Fatores CP RP 

T -5,64 (Q) 3,44 (L) 

pH -13,41(Q) -3,28 (Q) 

E -9,41(Q) 4,93 (L) 

T x pH 5,53 (L) n.s. 

T x E 4,99 (L) n.s. 

pH x E -3,05 (L) n.s. 

R² 0,85 0,63 

F calculado 7,29 n.s. 

F tabelado 2,50 n.s. 

Onde: CP= Conteúdo de proteínas; RP = Rendimento de proteínas; 
T = Temperatura; E = % de enzima; L = linear e Q = quadrático. 
n.s.= não significativo a p <0,1 

 

A função-resposta CP obteve um R2 de 0,85, e no teste F, o F calculado 

(7,29) apresentou-se maior que o F tabelado (2,50) (Tabela 3), deste modo, o 

modelo pode ser considerado preditivo (Equação 2). Entretanto, para a função-

resposta RP, não foi possível obter um modelo preditivo devido ao baixo valor R2 de 

0,63. 

 Assim, o seguinte modelo polinomial de segunda ordem foi proposto para 

predizer o CP em termos de variáveis codificadas: 

 

CP = 66,53 - 2,82 T2 - 6,70 pH2 - 4,70 E2 + 2,76 T  pH + 2,50  T  E -1,53 pH  E        

(Eq. 2) 

 

onde: CP = função-resposta expressa em % de proteínas, T é a temperatura 

(codificada) e E é a concentração de enzima (codificada).  

A Figura 1 apresenta a superfície de resposta gerada para a função-resposta 

CP utilizando o modelo proposto (Eq.1). A figura expressa a interação entre as duas 

variáveis independentes, em que a terceira variável foi mantida no ponto central. 
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Figura 1- Superfície de resposta indicando a influência das variáveis independentes 
sobre a função-resposta CP: A) concentração de enzima x temperatura; B) pH x 
concentração de enzima; C) pH x temperatura. 
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Entre as variáveis investigadas, o pH apresentou maior influência sobre o 

CP, com efeito quadrático negativo, indicando uma região de máximo valor próximo 

ao ponto central (Figuras 1B e 1C). Segundo Whitaker (1994), cada enzima 

apresenta um pH ótimo e o deslocamento deste ponto pode afetar a estabilidade da 

enzima, causando uma desnaturação irreversível em sua estrutura conformacional 

e, consequentemente, uma contínua perda da sua atividade.  

A variável concentração de enzima (E) atuou de maneira quadrática 

negativa, indicando uma região de máximo na CP próximo ao ponto central (Figura 

1A e B). O efeito quadrático de concentração de enzima também foi observado por 

Kim et al. (1998), Berlin et al. (2007) e Zhou et al., (2009) quando investigaram a 

otimização com misturas de celulases. Os autores reportaram que este efeito era 

decorrente da competição por sítios de ligação entre as enzimas e a saturação 

individual de cada enzima, sendo o sinergismo maior quando cada celulase estava 

presente em uma concentração não saturada.  

O mesmo comportamento quadrático negativo foi observado para a variável 

temperatura, indicando maior CP em temperatura de 45 ºC (Figura 1A e C). 

Resultados semelhantes foram descritos por Guan e Yao (2008) e Rosset et al., 

(2012) quando investigaram a extração de proteína em farelo de aveia e farinha de 

soja desengordurada, respectivamente. A hidrólise enzimática de celobiose pela -

1,4-glucosidase em diferentes temperaturas (40 a 70 °C) foi avaliada por Bravo et al. 

(2000), os quais observaram que houve uma desativação significativa da enzima a 

70 °C, em um curto tempo de processo. A velocidade da reação aumenta com a 

concentração de enzima e mantém saturada à concentração do substrato. Com 

relação à temperatura de reação, a sua elevação provoca aumentos na velocidade 

de reação, por aumentar a energia cinética das moléculas componentes do sistema. 

Entretanto, em elevadas temperaturas, ocorre à desnaturação da enzima, resultando 

na diminuição da sua atividade enzimática e, consequentemente, da clivagem dos 

polissacarídeos da parede celular (MATHEWS; VAN HOLDE, 1990; 

LEHNINGER,1995). Assim, há uma redução na liberação das proteínas presentes 

no interior das células, diminuindo o CP no concentrado proteico, conforme 

observado nas Figuras 1A e C.  

Com a estimativa dos efeitos sobre a função-resposta RP (Tabela 3), 

observa-se que a variável  pH atua de forma quadrática negativa, indicando uma 
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região de máximo para esta resposta próximo ao ponto central. As variáveis 

temperatura e concentração de enzima apresentaram um efeito linear positivo, 

indicando que o aumento delas resulta em maiores valores de RP.  

Embora o coeficiente de determinação da função resposta RP tenha sido 

baixo, a função desejabilidade (Figura 2) indicou as regiões para se obter um 

máximo CP e RP simultaneamente. Maiores valores de RP são observados em altas 

temperaturas, enquanto que maiores CP podem ser obtidos em temperaturas entre 

o ponto central e o ponto +1. Desta forma, a temperatura ótima foi estabelecida no 

ponto máximo (53 ºC). O mesmo ocorreu para a concentração de enzima (4%). Em 

relação à variável pH, maiores valores de recuperação de proteína são encontrados 

em pH entre o ponto central e o ponto +1. Apesar de serem observados maiores 

valores de conteúdo de proteína com pH no ponto central, a mesma apresenta uma 

faixa de variação que permitiu fixar o pH neste intervalo. Diante disso, foi 

estabelecido o pH 6,2 como sendo o ponto ótimo para as duas funções-respostas.   

 

Figura 2 - Parâmetro de desejabilidade estimado na condição em que o conteúdo  
de proteína e recuperação de proteína são maximizados simultaneamente. 

 
 

Para validação do modelo preditivo (Eq. 1), realizou-se um ensaio na 

condição otimizada. O CP ótimo do experimento observado foi de 56,0% e o predito 

foi de 51,4%, com um erro relativo de 8,2%, desta forma, o modelo mostrou-se 
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adequado para predizer o CP do okara. Com relação à resposta RP, foi observado 

um valor experimental de 28%.  

Rosset et al. (2012), investigaram o efeito do pré-tratamento de farinha de 

soja desengordurada com a enzima Viscozyme® sobre a extração de proteína, 

tendo como variáveis independentes: temperatura (40-65 ºC) e concentração de 

enzima (1-3%). Os resultados obtidos por estes autores indicam que a temperatura 

ótima foi superior (60 ºC) e similar a este estudo, enquanto que a concentração 

ótima de enzima determinada (3%) foi inferior à condição encontrada neste estudo. 

Nessa condição foi obtido um concentrado proteico com 59,6% de proteínas, cujo 

valor está próximo ao encontrado neste estudo.    

Outros autores investigaram o uso do complexo multi-enzimático 

Viscozyme no pré-tratamento de outras fontes proteicas, visando melhorar a 

extração de proteínas, e apesar de terem encontrado condições ótimas distintas 

apresentaram conteúdo de proteína similares a este estudo. Liu et al., (2008) 

realizou o pré-tratamento de farelo de aveia com 3% de enzima, a 44 ºC e pH 4,6, 

resultou em um conteúdo de proteínas de 56,2%. A mesma condição foi apontada 

por Guan e Yao (2008) para extração de proteína em farelo de aveia, o qual foi 

obtido um conteúdo proteico (55,7%). Ansharullah et al. (1997) reportaram como 

condição ótima para extração de proteínas de farelo de arroz: 1% de concentração 

de enzima, 50 ºC e pH de 3,8, e nesta condição obtiveram 57,89% de conteúdo 

proteico. Tang et al. (2003) sugeriram como condição ótima o uso de 45 ºC, pH 4,1 e 

8% de enzima  para o pré-tratamento de farelo de arroz, entretanto, obtiveram  

conteúdo de proteína de 28,5%, inferior ao obtido neste estudo. Contudo, por se 

tratar de outras matérias-primas e diferentes condições de processamento, essas 

diferenças nas condições de otimização de pré-tratamento com enzimas são 

esperadas. 

Comparando os resultados de CP e RP do concentrado proteico obtido no 

ensaio otimizado e no ensaio controle (sem o pré-tratamento enzimático), pode-se 

observar que a amostra controle apresentou teor de 47,8% de proteínas e 

recuperação de 15,05% de proteínas. Tais resultados foram inferiores ao encontrado 

na amostra otimizada com pré-tratamento enzimático, cujos resultados foram de 

56,0% e 28% de proteínas para o concentrado proteico e rendimento proteico, 

respectivamente. Desta forma, estes resultados indicaram que a utilização da 

enzima Viscozyme® se mostrou eficiente e adequada para melhorar a extração de 
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proteína, com um aumento de 17% no teor de proteínas no concentrado e de 86% 

no rendimento proteico. 

 

3.3  Microscopia Óptica de Fluorescência 

 

Para verificar o efeito do complexo multi-enzimático de carboidrases sobre o 

material celular do okara, evidenciou-se a presença de celulose com calcoflúor e 

observado por microscopia de epifluorescência. O calcoflúor é um fluorocromo que 

reconhece polissacarídeos com ligações β 1-3, β 1-4, presentes na parede celular 

íntegra (HAGEAGE; HARRINGTON, 1984).  

Na Figura 3-A, pode-se observar um aglomerado de tecido vegetal antes do 

pré-tratamento enzimático, com aumento de 40 vezes. Neste caso, não foi possível 

observar a parede celular delineada, mas somente a fluorescência intensa em azul 

correspondente ao calcoflúor (360-400 nm). No aumento de 100 vezes a parede 

celular apareceu mais delineada, com sinal de fluorescência em azul marcando os 

seus limites (Figura 3-B), que também podem ser notados com autofluorescência no 

filtro vermelho (560-595 nm) (Figura 3-C).  

Após o pré-tratamento enzimático na amostra de okara, a parede celular 

apresenta-se danificada e desorganizada, mas com algumas regiões íntegras, 

configurando uma hidrólise enzimática parcial (Figura 3-D).  Podem-se observar 

regiões do agregado que ainda mantém ligações β 1,3 e 1,4 (seta) e duas regiões 

menos afetadas pelo pré-tratamento (ponta de seta).  

Quando se observou a autofluorescência da mesma amostra, foi possível 

notar diferenças de intensidade em regiões mais e menos degradadas, porém sem a 

especificidade do calcoflúor (Figura 3-E). Tanto as imagens obtidas com calcoflúor 

como aquelas por autofluorescência, mostram que ocorreu a degradação da parede 

celular. Desta maneira, a microscopia óptica de fluorescência permitiu comprovar 

que a realização do pré-tratamento com a enzima danifica a parede celular, 

reforçando assim que o procedimento com o complexo multi-enzimático é efetivo 

para facilitar a extração de proteínas.  
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Figura 3– Microscopia de fluorescência da amostra de okara antes do pré-
tratamento utilizando coloração com calcoflúor observada com filtro de 360-400 nm, 
e autofluorescência em filtro 560-595 nm. (A) visão geral do agregado de parede 
celular com aumento de 40 vezes em filtro de 360-400 nm; recorte de paredes 
celulares íntegras com aumento de 100 vezes em filtro de 360-400 nm (B) e em filtro 
560-595 nm (C); visão geral do agregado de parede celular após o pré-tratamento 
com o complexo multi-enzimático com aumento de 40 vezes em filtro de 360-400 nm 
(D) e em filtro 560-595 nm (E).  

 
 

 

 

CONCLUSÃO 

 

O método de análise de superfície de resposta permitiu verificar a influência 

das variáveis estudadas, bem como determinar as condições para otimização do 

pré-tratamento enzimático do okara. As condições ideais determinadas foram: 

temperatura de 53 ºC, pH 6,2 e concentração de enzima de 4,0%. Nesta condição foi 

obtido um concentrado proteico com 56% de proteínas e recuperados 28% das 

proteínas do okara.  
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O concentrado proteico que não sofreu o pré-tratamento apresentou valores 

de CP e RP inferiores aos da amostra pré-tratada enzimaticamente na condição 

otimizada. Portanto, comprovou-se que o pré-tratamento com o complexo multi-

enzimático de carboidrases foi eficiente e adequado para a extração de proteínas a 

partir de okara, com aumento de 17% no teor de proteínas e 86% na recuperação 

das proteínas do concentrado proteico. Este processo é pouco descrito na literatura 

e é a primeira vez que a condição de hidrólise dessa matéria-prima foi otimizada. 
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OBTENÇÃO DE HIDROLISADOS PROTEICOS COM ELEVADA CAPACIDADE 

ANTIOXIDANTE 
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RESUMO 

O okara é um subproduto obtido da elaboração do extrato aquoso de soja e 

apresenta elevado valor nutritivo, com cerca de 27,0 - 38,0% de proteínas. 

Quantidades substanciais deste nutriente são descartadas ou subutilizadas em 

alimentação animal. Assim, este trabalho teve como objetivo otimizar o processo de 

hidrólise enzimática proteica do okara, visando obter maior grau de hidrólise. Para 

isso, foi realizado um delineamento composto central rotacional (DCCR) para avaliar 

a influência das variáveis temperatura (40 – 70 °C), razão enzima:substrato (0,5 – 

5,0%, g/100g proteína) e pH (7,0 – 9,0) sobre o grau de hidrólise (GH). A condição 

ótima encontrada foi 55 ºC, pH 9 e razão enzima:substrato de 5,0%, em que o grau 

de hidrólise obtido foi de 35,51%. Foi feita a análise de eletroforese do hidrolisado 

obtido na condição otimizada, a qual evidenciou a formação de peptídeos de baixo 

peso molecular. O hidrolisado ainda apresentou elevado conteúdo de isoflavonas 

agliconas e maior capacidade antioxidante, pelo método de ABTS e FRAP, em 

comparação com a amostra não hidrolisada.  

 

Palavras-chave: Atividade antioxidante. Clivagem enzimática de proteína. 

Isoflavonas. Eletroforese. Planejamento experimental. Subproduto. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A partir do processamento de obtenção do extrato aquoso, é gerado um 

subproduto denominado okara, o qual apresenta elevado teor de proteínas (27,0 - 

38,0%) com alto valor nutritivo e funcionalidade tecnológica. Desse modo, o okara 

pode ser incorporado em produtos alimentícios, possibilitando o enriquecendo da 

ingestão de aminoácidos essenciais (SUREL; COUPLET, 2005; WALISZEWSKI, et 

al., 2002). 

A hidrólise proteica consiste na clivagem da proteína, obtendo-se pequenos 

peptídeos de tamanhos diversos e eventualmente aminoácidos. A clivagem pode 

ocorrer tanto quimicamente (por ácido ou base), quanto enzimaticamente 

(BLENFORD, 1994; LAHL; BRAUN, 1994; PHILLIPS; BEUCHATI, 1981).  

Ao contrário das hidrólises ácida e alcalina, o processo enzimático ocorre 

sob condições brandas, sem gerar produtos de degradação, apresentando assim um 

bom controle do processo e das propriedades dos produtos resultantes 

(GONÇALES-TELO et al., 1994; SHAHIDI; HAN; SYNOWIECKI, 1995). A 

concentração da protease, a relação enzima:substrato, pH e temperatura são os 

fatores mais importantes da reação de hidrólise, pelo controle das quais se podem 

obter produtos com as características desejadas (HOWELL, 1996; NIELSEN; 

OLSEN, 2002).  

Hidrolisados proteicos apresentam melhor absorção, solubilidade, 

capacidade de hidratação, poder de emulsificação, capacidade de formação de 

espuma, estabilidade ao aquecimento e maior resistência à precipitação provocada 

por alterações de pH. Desta forma, há um crescente interesse na utilização de 

hidrolisados proteicos, sendo que a hidrólise enzimática de proteínas é capaz de 

modificar as propriedades químicas, funcionais e sensoriais, sem prejudicar o seu 

valor nutricional (CLEMENTE, 2000; ORTIZ; AÑÓN, 2000; YUST et al., 2010). 

Os hidrolisados proteicos são uma excelente fonte de peptídeos de baixo 

peso molecular e, quando comparados às proteínas in natura, possuem elevada 

digestibilidade e funcionalidade. Tal funcionalidade é dependente tanto do 

comprimento e estrutura das cadeias polipeptídicas, quanto da composição de 

aminoácidos (MAHMOUD, 1994; ABDUL-HAMID et al., 2002). 

Além das diversas vantagens tecnológicas, os hidrolisados proteicos ainda 

podem apresentar peptídeos com atividade biológica (CLEMENTE, 2000; YUST et 
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al., 2010). De acordo com Meisel, Fitzgerald (2003) e Sienkiewicz- Szlapka et al. 

(2008), há fragmentos de proteínas específicos, inativos dentro da sequência da 

proteína original, que ao serem libertados dessa sequência pela hidrólise enzimática, 

podem exercer diversas funções fisiológicas, sendo então denominados peptídeos 

bioativos. Estudos têm demonstrado que as proteínas de soja são excelentes fontes 

de peptídeos bioativos, apresentando propriedades hipocolesterolêmica, anti-

hipertensiva, antitrombótica, antimicrobiana, anticancerígena e antioxidante (WANG; 

DE MEJIA, 2005; ROY et al., 2010; SARMADI; ISMAIL, 2010; ZHANG et al., 2010). 

Hidrolisados de proteína de origem animal e vegetal tem sido estudados por 

suas importantes propriedades antioxidantes. Tal habilidade dos hidrolisados 

proteicos pode estar relacionada à sua composição, à sequência dos aminoácidos e 

ao tamanho dos peptídeos liberados na hidrólise (PEÑA-RAMOS et al., 2004; 

WANG et al., 2006). Korhonen, Pihlanto (2005), Zhu et al., (2006) e Cumby et al., 

(2008), relataram o uso da enzima Alcalase® para a produção de hidrolisados com 

melhores características nutricionais e funcionais, e também para a produção de 

peptídeos bioativos. A Alcalase® tem sido utilizada para hidrolisar diferentes fontes 

de proteínas, tais como: isolado proteico de amendoim (JAMDAR et al., 2010), leite 

(ULUKO et al., 2014), soro de queijo (SOUZA et al., 2003), peixe (RAMAKRISHNAN, 

et al., 2013), frango (KUROZAWA et al. 2008), hemoglobina (CHANG et al. 2007) e 

soja (SEO et al., 2008). 

Os derivados de soja podem apresentar três tipos de isoflavonas, sendo que 

cada uma delas apresenta quatro formas químicas diferentes, totalizando 12 

isômeros. As formas agliconas são denominadas daidzeína, genisteína e gliciteína, e 

quando glicosiladas, são formados os β-glicosídeos, que são chamados de daidzina, 

genistina e glicitina. Existem ainda as isoflavonas conjugadas, na forma malonil-

glicosídica, onde encontramos 6”O-malonil-daidzina, 6”O-malonil-genistina e 6”O-

malonil-glicitina, e na forma acetil-glicosídica, os 6”O-acetil-daidzina, 6”O-acetil-

genistina e 6”O-acetil-glicitina (PETERSON, 1995; LIU, 1999). A capacidade 

antioxidante associadas à isoflavonas é decorrente ao número de grupos hidroxilas 

presentes em sua estrutura química, e essa capacidade decresce com a glicosilação 

ou a substituição do grupo metoxila. Deste modo, a atividade antioxidante das 

agliconas é superior, em especial a da genisteína (KAO, CHEN, 2006; PARK et al., 

2001).  



84 
 

Este trabalho teve como objetivo otimizar a hidrólise enzimática das 

proteínas do okara, por meio de um planejamento composto central rotacional, 

visando obter maior grau de hidrólise. O objetivo específico deste trabalho foi 

caracterizar o hidrolisado proteico obtido na condição ótima em termos de 

eletroforese, atividade antioxidante e perfil de isoflavonas. 

 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1  Material 

 

O okara, proveniente do processo de obtenção do extrato aquoso de soja, foi 

doado pela Cocamar Cooperativa Agroindustrial, Maringá-PR. As amostras foram 

desidratadas em estufa a uma temperatura de 40 ºC por 24 horas. O produto seco 

foi moído em um moinho de facas para obtenção da farinha de okara, que 

posteriormente foi desengordurada com n-hexano (1:10, p/v) por 30 minutos a 

temperatura ambiente, filtrada a vácuo e armazenada em freezer doméstico até o 

momento de realização das análises. A composição centesimal do produto, obtida 

de acordo com a AOAC (1995) em base seca foi: 19,74  0,2 % de umidade, 31,73  

0,78 % de proteínas, 3,04  0,15 % de lipídeos, 5,26  0,25 % de cinzas e 60,47 

0,84 % de carboidratos. 

Para a hidrólise da parede celular do okara, foi utilizado o complexo multi-

enzimático (composto por celulase, hemicelulase, xilanase e a β-glucanase) 

Viscozyme® da Novozymes, oriunda de Aspergillus aculeatus, com atividade 

declarada 100 FBG/g, onde cada FBG é a quantidade de enzima necessária, em 

condição padrão (30 °C, pH 5,0) para hidrolisar β-glucanas. No processo de hidrólise 

enzimática proteica, foi utilizada a protease Alcalase® 2.4L tipo FG da Novozymes, 

oriunda de Bacillus licheniformis, com atividade declarada de 2.4 AU-A/g. Uma 

Unidade Anson (AU) equivale a um miliequivalente de tirosina liberada da hidrólise 

de hemoglobina por minuto. 
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2.2  Obtenção do concentrado proteico do okara 

 

Inicialmente, foi feito um pré-tratamento da amostra com um complexo multi-

enzimático de carboidrases Viscozyme®. Para isso, foram pesados 5 g de amostra 

de okara desengordurado, a qual se adicionou 95 mL de tampão citrato fosfato com 

pH 6,2, mantendo-se a amostra em um banho Dubnoff com agitação orbital (modelo 

T-53 Tecnal, Piracicaba, Brasil), a 53 ºC. Atingida a temperatura, foi acrescentada a 

enzima Viscozyme® a uma concentração de 4,0% e a amostra foi mantida por 2 

horas no banho (FIGUEIREDO et al., 2015).  

Após o pré-tratamento, as proteínas do okara foram extraídas de acordo 

com a metodologia descrita por Ma et al. (1997), com algumas modificações. O pH 

foi ajustado para 9,0 com NaOH 1 M e a amostra foi mantida banho com agitação 

Dubnoff (modelo T-53 Tecnal, Piracicaba) a uma temperatura de 60 ºC por 30 

minutos. Em seguida, foi centrifugada a 14204g em centrífuga refrigerada (modelo 

5804-R, Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) à 4 ºC, por 30 minutos. O precipitado foi 

descartado e o sobrenadante teve seu pH ajustado para 4,5 com HCl 0,5M, para a 

precipitação das proteínas. As proteínas foram recuperadas por centrifugação à 

14204g à 4 ºC por 30 minutos, obtendo-se assim o concentrado proteico (fase 

precipitada) e o soro (fase sobrenadante). O experimento foi realizado em triplicata e 

o concentrado apresentou 56% ± 4 de conteúdo de proteína em base seca. 

 

2.3  Hidrólise enzimática do concentrado proteico 

 

Foi realizado um delineamento composto central rotacional (DCCR) 23 para 

verificar o efeito das variáveis temperatura (40 a 70 °C), razão enzima:substrato (0,5 

a 5 %, g enzima/100g proteína) e pH (7,0 a 9,0) sobre o grau de hidrólise alcançado. 

Foram realizados 8 ensaios fatoriais, 6 axiais e 3 centrais, totalizando 17 

experimentos (Tabela 1). 
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Tabela 1- Planejamento experimental (valores reais e codificados) para 
determinação do grau de hidrólise em diferentes condições de temperatura (T) pH e 
razão enzima: substrato (E/S). 

Ensaio 
Variáveis Independentes Variável Dependente 

T (Cº) E/S(%) pH GH (%) 

1 46 (-1) 1,4 (-1) 7,4 (-1) 22,5 
2   64 (+1) 1,4 (-1) 7,4 (-1) 19,4 
3   46 (-1) 4,1 (+1) 7,4 (-1) 27,2 
4   64 (+1) 4,1 (+1) 7,4 (-1) 25,1 
5   46 (-1)    1,4 (-1) 8,6 (+1) 19,8 
6   64 (+1) 1,4 (-1) 8,6 (+1) 23,0 
7   46 (-1) 4,1 (+1) 8,6 (+1) 30,8 
8   64 (+1) 4,1 (+1) 8,6 (+1) 28,0 
9 40 (-1,68) 2,75 (0) 8,0 (0) 23,6 

10 70 (+1,68) 2,75 (0) 8,0 (0) 16,5 
11   55 (0) 0,5 (-1,68) 8,0 (0) 16,5 
12   55 (0) 5,0 (+1,68) 8,0 (0) 25,9 
13   55 (0) 2,75 (0) 7,0 (-1,68) 26,5 
14   55 (0) 2,75 (0) 9,0 (+1,68) 31,0 
15   55 (0) 2,75 (0) 8,0 (0) 23,4 
16   55 (0) 2,75 (0) 8,0 (0) 23,4 
17   55 (0) 2,75 (0) 8,0 (0) 23,5 

 

Os experimentos de hidrólise foram conduzidos em um béquer encamisado 

de 250mL com sistema de agitação e aquecimento utilizando o método pH-stat, 

descrito por Adler-Nissen (1986). Foram colocados no béquer 2g de concentrado 

proteico obtido do okara, previamente liofilizado, e 100 mL de água destilada. A 

suspensão foi mantida em agitação por um agitador magnético, aquecida por um 

banho termostatizado (modelo TE-2005, Tecnal, Piracicaba, Brasil) a cada uma das 

temperaturas estudadas (40 ºC, 46 ºC, 55 ºC, 64 ºC e 70 ºC) e o pH foi ajustado (7,0, 

7,4, 8,0, 8,6, 9,0) com NaOH 1 M. Em seguida, a enzima Alcalase® foi adicionada à 

suspensão e a reação monitorada com auxílio de um pHmetro, acrescentando-se 

NaOH 0,1 M, de modo a manter o pH constante. O volume de base consumida foi 

anotado em intervalos regulares de tempo até que as variações no consumo fossem 

insignificantes, indicando o final da hidrólise, e os valores de base consumidos foram 

usados para calcular o grau de hidrólise, e o tempo total dos experimentos variou de 

40 a 200 min. 
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Cálculo do grau de hidrólise (GH) 
 

O grau de hidrólise foi definido por Adler-Nissen (1986) como sendo o 

número de ligações peptídicas hidrolisadas, expresso em equivalentes de hidrólise 

(h), em relação ao número total de ligações peptídicas antes da reação (htotal). Para 

a soja, o htotal corresponde a 8 moles equiv/kg de proteína, estimado com base na 

composição de aminoácidos.  

100
hMP

NV
100

h

h
(%)GH

total

bnaOH

total





      (Eq.1) 

Onde: h é o número de ligações peptídicas (moles equiv/kg); VNaOH é o volume da 

base consumida durante a hidrólise para manter o pH constante (ml); Nb é a 

normalidade da base; MP é a massa de proteína (g, determinado em N  fator de 

Kjeldahl); e  é o grau de dissociação. 

Quando uma ligação peptídica é hidrolisada a pH superior a 6,5, o grupo 

carboxi terminal formado contribui para o abaixamento do pH. O consumo de base 

(medido por titulação contínua), necessário para manter o pH constante ao longo da 

reação, é utilizado no cálculo do GH. Considerando que o pK médio dos grupos 

amino seja constante, deverá existir uma proporcionalidade entre a liberação de 

prótons (igual ao consumo de base) e a quantidade de ligações peptídicas clivadas 

(ADLER-NISSEN, 1986). O fator de proporcionalidade é o grau de dissociação dos 

grupos -amino (): 

pHpK101

1


        (Eq.2) 

Onde: pH é constante e pK varia com a temperatura na qual a reação é conduzida. 

 

O valor de pK, de acordo com Steinhart & Beychok (19642 apud 

KRISTINSSON e RASCO, 2000), pode ser estimado através da equação 3: 

 

                                                      

2
 STEINHARDT, H.; BEYCHOK, S. Interaction of protein with hydrogen ions and other small ions and molecules. In: H. Neurath 

(Ed). The proteins, vol. 2. New York: Academic Press, 1964. p. 139-304.  
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2400
T298

T298
8,7pK 




       (Eq.3) 

 

Onde: T é a temperatura em Kelvin. 

 

2.4  Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (SDS-Page) 

 

A determinação do perfil eletroforético das proteínas do okara e dos peptídeos 

presentes no hidrolisado proteico obtido na condição otimizada foi feita de acordo 

com a metodologia de Laemmli (1970), utilizando gel de separação com 20% de 

acrilamida e de empilhamento com 4%. As amostras do concentrado e do 

hidrolisado obtido em condição otimizada foram diluídas em uma solução tampão 

contendo 0,5M Tris-HCl pH 6,8, 5 % de β-mercaptoetanol, de modo a obter uma 

concentração de proteína de 4% e 2,26% respectivamente e foram aquecidas à 95 

ºC por 5 minutos.  Após resfriadas, alíquotas de 12 µL de cada amostra foram 

aplicadas no gel com 2% de SDS e 20% de glicerol. As análises foram realizadas 

em um sistema Mini-protein II (Electrophoresis Power Supply Loccus Biotecnologia, 

São Paulo, Brasil), e o gel correu a 200 V e 60 mA, durante 1 hora e 20  minutos. O 

perfil de massa molecular das proteínas foi determinado utilizando-se o padrão 

Precision Plus Protein (Bio-Rad Laboratories, Hercules, EUA.). 

 

2.5  Extração e Quantificação de Isoflavonas 

 

A extração das isoflavonas do concentrado e do hidrolisado proteico obtido 

na condição otimizada foi realizada com solvente extrator, composto por água, 

etanol e acetona (1:1:1, v/v/v), de acordo com a metodologia descrita por Yoshiara et 

al. (2012). Alíquotas de 300 mg de amostra e 6 mL de solvente extrator foram 

agitados em vortex a cada 15 minutos e durante 1 h à temperatura ambiente. Em 

seguida, foram colocadas em banho ultrassônico à temperatura ambiente durante 15 

minutos e centrifugadas por 15 minutos a 800 g à 4 ºC em centrífuga (Eppendorf 

5804 R, Hamburgo, Alemanha). Os sobrenadantes foram então filtrados em filtros 

Millex – LH (0,22 µm) utilizando a seringa nos vials próprios do equipamento.  A 

etapa de separação e quantificação das isoflavonas foi realizada de acordo com a 

metodologia de Handa et al. (2014). 
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Alíquota de 1,4μL do filtrado foi injetada automaticamente no cromatógrafo 

líquido UPLC® Waters. A etapa de separação e quantificação foi realizada por coluna 

de fase reversa (modelo Acquity – UPLC BEH C18, Waters) com dimensões de 2,1 

mm x 50 mm, e tamanho da partícula de 1,7 µm. Utilizou-se um sistema de gradiente 

binário com fase inicial de 90% de H2O acidificada com ácido acético glacial (pH 3,0) 

e 10% de acetonitrila. Em 8 min de eluição, atingiu-se uma proporção de 0% de H2O 

e 100% de acetonitrila, retornando às condições iniciais em 9° min. O tempo total da 

corrida foi de 10 min, a vazão da fase móvel foi de 0,70 mL min-1 e a temperatura da 

corrida mantida constante a 35°C. Para a detecção, foi utilizado o detector de arranjo 

de diodos da marca Waters ajustado ao comprimento de onda de 260 nm. A 

identificação das isoflavonas foi realizada por comparação com curvas individuais de 

solução padrão de daidzina, glicitina, genistina, daidzeína, gliciteína, genisteína 

(Sigma-Aldrich Co. St. Louis, EUA), acetil-daidzina, acetil-glicitina, acetil-genistina, 

malonil-daidzina, malonil-glicitina e malonil-genistina (Wako Pure Chemical 

Industries, Ltd., Osaka, Japão) A concentração das isoflavonas malonilglicosídicas 

foi calculada a partir das curvas dos padrões dos seus correspondentes β-

glicosídeos utilizando a similaridade do coeficiente de extinção (COWARD et al., 

1993). A quantificação por padronização externa foi feita utilizando como referência, 

as curvas dos padrões. Os resultados foram expressos em mg/100g de amostra 

liofilizada.  

 

2.6  Atividade antioxidante pelo método da capacidade sequestradora do 

radical ABTS+  

 

A capacidade antioxidante do hidrolisado e concentrado proteico frente 

ao radical livre ABTS+ foi realizada de acordo com Sanchez-Gonzales et al. (2005) 

com modificações. A solução ABTS foi preparada em meio aquoso. O cátion ABTS+ 

foi produzido reagindo a solução estoque ABTS 7mM com persulfato de potássio 

140 mM, e foi armazenado em frasco escuro e em temperatura ambiente por 16 

horas antes do uso. A solução ABTS+ foi diluída com tampão fosfato (pH 7,4) para 

uma absorbância de 0,7 a 730 nm. As amostras de concentrado e de hidrolisado 

foram diluídas em 4mL da solução ABTS+, e as leituras de absorbância a 730 nm 

foram realizadas após 6 minutos de reação. Soluções de etanol com concentrações 

conhecidas de trolox (1,25, 2,5, 4, 5, 7,5 e 10 µMol/L) foram usadas para calibração. 
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O ensaio foi realizado em triplicata, e os resultados de capacidade antioxidante 

foram expressos como µM de Trolox equivalente (TE) por grama de amostra. 

 

2.7  Atividade antioxidante pela avaliação do poder de redução pelo teste FRAP 

 

Para a determinação da capacidade antioxidante pelo método FRAP, 

foi utilizada a metodologia descrita por Benzie e Strain (1996), com algumas 

modificações. Foram preparadas soluções estoque de TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-

triazine) 10mM em HCl 40mM, cloreto de ferro hexahidratado (FeCl3.6H2O) 20 mM e 

tampão acetato (5mM; pH 3,6). O reagente FRAP foi preparado no momento da 

análise, misturando 25 mL de tampão acetato (5 mM; pH 3,6), 2,5 mL de solução 

estoque de TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-triazine; 10mM) e 2,5 mL de solução estoque de 

FeCl3.6H2O (20mM), exatamente nesta ordem. A solução foi incubada a 37 °C 

durante 30 minutos. Para a reação, foram adicionados 10 μL de amostra e 110 µL de 

água destilada a 900 µL de reagente FRAP recentemente preparado. Para o branco, 

foram adicionados 900 µL de reagente FRAP em 120 µL de água destilada. A 

reação ocorreu no escuro, mantendo a temperatura em 37 °C durante 30 minutos. 

Terminado o tempo de reação, leituras de absorbância foram feitas a 593 nm em um 

espectrofotômetro UV-visível. Os resultados foram correlacionados com uma curva 

padrão de Trolox constituída com soluções de concentrações variadas de 50 a 500 

µM preparados a partir da solução padrão de Trolox (10mM). Todos os ensaios 

foram realizados em triplicata, e os resultados de capacidade antioxidante foram 

expressos como µM de Trolox equivalente (TE) por grama de amostra. 

 

2.8  Análise estatística 

 

Para a elaboração dos modelos, foi utilizado o software Statistica 10 

(Statsoft, Tulsa, EUA), com a finalidade de assegurar a validade dos coeficientes 

dentro de um nível de confiança de 90%, através de análises estatísticas 

apropriadas. Após a análise estatística dos coeficientes, foi realizada análise de 

variância (ANOVA), que consiste na avaliação do coeficiente de determinação (R2) e 

do teste F, verificando se o modelo apresenta um ajuste adequado dos dados 

experimentais. Os resultados de atividade antioxidante e conteúdo de isoflavonas do 

concentrado e do hidrolisado proteico obtido na condição ótima, foram submetidos à 
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análise de variância (ANOVA) e teste de comparação de médias de Tukey com 95% 

de confiança, utilizando o mesmo software. 

 

3  RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

3.1 Cinética de hidrólise enzimática do concentrado proteico 

 

Analisando as curvas de cinética, que relacionam o grau de hidrólise com o 

tempo de reação, observa-se que os diferentes ensaios do planejamento 

experimental apresentaram duas etapas diferenciadas: a primeira, caracterizada por 

uma taxa de reação alta, onde ocorre uma quebra intensa de ligações peptídicas; e 

a segunda etapa, onde foi observada uma queda na taxa de reação a partir de 15 

minutos, aproximadamente, com tendência a atingir um comportamento estacionário 

no final do tempo de reação (Figura 1).  

De acordo com Gonzalez-Tello et al. (1994) e O’Meara e Munro (1984), este 

comportamento é resultado da rápida clivagem das ligações peptídicas durante o 

estágio inicial, onde ocorre uma quebra acentuada destas devido à grande 

quantidade de polipeptídios de alto peso molecular disponíveis na matéria-prima 

para reação de hidrólise. Posteriormente, há uma redução da velocidade da 

clivagem, que pode ser devida aos seguintes fatores: a menor concentração de 

ligações peptídicas disponíveis para clivagem pela protease; pela possível inibição 

das enzimas causada por produtos da hidrólise; e pela desnaturação da enzima.  

O comportamento da curva de cinética é semelhante ao descrito para 

hidrólise enzimática com Alcalase em proteínas de soja (CONSTANTINIDES et 

al.,1980; NETTO; GALEAZZI, 1998) e isolado proteico de soja (SEO et al., 2008). 
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Figura 1- Cinética de hidrólise enzimática das proteínas do concentrado de okara: 
A) Ensaios fatorias; B) Ensaios axiais; e C) Ensaios centrais. 
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3.2. Otimização da hidrólise enzimática do concentrado proteico do okara 

 

Os resultados de máximo grau de hidrólise obtidos pelo planejamento 

experimental encontram-se entre 16,5% e 31,0%, correspondentes aos ensaios 11 e 

14 respectivamente (Tabela 1).   

Foi calculada a estimativa dos efeitos sobre o grau de hidrólise máximo 

alcançado em cada ensaio do planejamento experimental. A Tabela 2 mostra os 

valores destes parâmetros após exclusão das variáveis não significativas (p > 0,1). 

Pode-se observar que todos os fatores lineares e o pH quadrático foram 

significativos (p < 0,1). Embora o fator T(Q) não foi significativo a um nível de 90% 

de significância, esse termo foi incluído no modelo, uma vez que apresentou um 

valor de p próximo a 0,1. 

 
Tabela 2- Estimativa dos efeitos sobre o teor de proteína, 
após a exclusão dos parâmetros não-significativos. 

Fatores GH P 

Média 22,69 0,000 

T (L) -2,46  0,024 

T (Q) -1,60 0,135 

E/S (L) 6,18 0,000 

      pH (L) 2,22 0,038 

 pH (Q) 4,58 0,001 

Onde: T é a temperatura, E/S é a razão 
enzima:substrato, L é linear e Q é quadrático. 

 

Os resultados do planejamento experimental foram ajustados a um modelo 

polinomial de 2a ordem em função de T, E/S e pH. Foi verificada a significância da 

regressão e da falta de ajuste do modelo a um nível de confiança de 90%, através 

de uma Análise de Variância (ANOVA), utilizando-se o teste F para o planejamento 

estudado. O coeficiente de determinação (R²) para o modelo ajustado foi 0,88, e o F 

calculado (16,83) foi maior que o F tabelado (2,61). Desta forma, a regressão foi 

significativa e o modelo pode ser considerado preditivo. 

O modelo polinomial de 2a ordem (Eq. 4) foi proposto para predizer o efeito 

das variáveis T, pH e E/S (codificadas) sobre o grau de hidrólise GH. 

 

GH (%) = 22,69 - 1,23 T – 0,80 T² + 3,09 E/S + 1,11 pH + 2,29 pH ²        (Eq.4) 
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A partir do modelo preditivo, foram geradas as superfícies de respostas, que 

expressam a interação entre duas das variáveis independentes, mantendo-se fixa a 

3a variável no ponto central (Figura 2). 

 

Figura 2- Superfície de resposta da influência das variáveis independentes sobre a 
resposta grau de hidrólise: A) razão enzima substrato e temperatura; B) pH e razão 
enzima substrato; C) pH e temperatura.  
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Nas Figuras 2A e C, pode ser observado que a variável temperatura 

apresenta um efeito quadrático negativo sobre o GH, indicando um máximo valor de 

resposta em temperaturas próximas a região do ponto central. O aumento do GH se 

deve ao fato de que incrementos de temperatura aceleram a velocidade de reação, 

por aumentar a energia cinética das moléculas componentes do sistema. Entretanto, 

temperaturas acima do ponto ótimo acarretam a desnaturação da enzima, com 

perda da sua atividade, ocorrendo a estabilização da reação enzimática a baixos 

valores de grau de hidrólise (LEHNINGER, 1995). Comportamento semelhante de 

temperatura sobre o grau de hidrólise também foi reportado por Hu et al. (2010) e 

Kanu et al. (2009) em hidrolisados  proteicos de soja e, de farinha de gergilim, 

respectivamente.  

Analisando o efeito da relação enzima/substrato sobre o GH, observou-se na 

Figura 2A e B que, para maiores concentrações de enzima utilizada, maior o grau de 

hidrólise obtido, principalmente quando em temperatura próxima a 55 ºC e em alto 

pH. Tal comportamento já foi demonstrado pelo gráfico de cinética de hidrólise. De 

acordo com Lehninger (1995), a velocidade da reação aumenta com a concentração 

de enzima, mantendo-se saturada à concentração do substrato. Ao aumentar a 

concentração de enzima, mais sítios ativos estão disponíveis para clivar as ligações 

peptídicas. O mesmo efeito da relação enzima:substrato sobre o grau de hidrólise foi 

observado em farinha de ervilha (MORENO; CUADRADO, 1993) e farinha de 

gergelim (KANU et al., 2009). 

O pH por sua vez, atua de maneira quadrática positiva, indicando uma 

tendência de GH mínimo próximo ao ponto central (pH 8,0), e ainda apresenta efeito 

linear positivo, indicando que quanto maior o pH, maior o GH (Figuras 2B e C). 

Segundo Whitaker (1994), mudanças do pH em uma reação enzimática podem 

afetar a estabilidade da enzima, causando uma desnaturação irreversível em sua 

estrutura conformacional, resultando em uma contínua perda da sua atividade. Além 

disso, o aumento do pH para valores acima de 8,0 melhora a solubilização da 

proteína, facilitando a ação da enzima sobre a proteína. A quantidade de água 

disponível, tanto para enzima como para seu substrato, uma vez que, em baixas 

concentrações de água as enzimas tem sua ação severamente restringida 

(FENNEMA, 1993). 

A partir das superfícies de resposta apresentadas na Figura 2, as máximas 

respostas para o grau de hidrólise foram obtidas nas seguintes condições: razão 
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enzima:substrato de 5,0%, pH 9,0 e temperatura de 55 ºC. Estudos com diferentes 

fontes proteicas de origem vegetal utilizaram a mesma protease deste estudo para 

otimização do processo de hidrólise enzimática. Kanu et al. (2009) analisaram as 

variáveis temperatura, pH e E/S sobre a hidrólise de proteína de farinha de gergelim 

e reportaram que valores de pH (8,32) e temperatura (58,79 °C) na condição ótima 

próximos ao encontrado no presente estudo, enquanto que a razão enzima:subtrato 

(1,80%) foi inferior. Essas diferenças são aceitáveis considerando que se trata de 

matérias-primas diferentes. Por outro lado, condição ótima distinta foi determinada 

por Huang et al. (2010) na hidrólise de isolado proteico de soja. As condições ótimas 

apresentadas pelos autores foram: 60 ºC, pH 8,0. 

O processo de hidrólise proteica do concentrado de okara foi validado em 

triplicata na condição ótima de reação (Figura 3). Os valores de desvio padrão dos 

dados experimentais variaram de 0,03 a 0,3%. O máximo grau de hidrólise 

alcançado experimentalmente foi de 35,51 ± 0.2%, que está próximo ao valor predito 

pelo modelo para o grau de hidrólise (36,2%). Dessa maneira, o modelo demonstra-

se adequado para predizer o grau de hidrólise do concentrado proteico do okara 

dentro da faixa estudada.  

 

Figura 3- Cinética de hidrolise enzimática proteica do okara média na condição 
otimizada  
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de 40 ºC.   Entretanto, Seo et al. (2008) e Peña-Ramos, Xiong (2002) encontraram 

valores de GH inferiores na hidrólise de isolado proteico de soja. No estudo de Seo 

et al. (2008), o experimento foi a 50 ºC, pH de 6,8 a 7,1 e razão enzima:substrato de 

2,0%, obtendo GH de 23%. Já Peña-Ramos e Xiong (2002) determinaram GH 

máximo de 9%, a 50 ºC e pH 8,0. 

 

3.3. Caracterização do hidrolisado proteico obtido na condição otimizada 

 

3.3.1. Eletroforese 

 

No perfil eletroforético, pode-se observar que o concentrado proteico 

apresentou duas bandas distintas com peso molecular de 20 KDa e 37 KDa (Figura 

4). De acordo com Liu et al. (2007), tais bandas se referem à proteína glicinina 

(11S), que apresenta subunidades ácidas entre 36-40 KDa e subunidades básicas 

entre 18-20 KDa. 

 

Figura 4- Eletroforese das proteínas do okara concentrado e hidrolisado 

 
                                 1- Padrão, 2- Concentrado, 3- Hidrolisado 

 

Segundo Fukushima (1994) e Renkema et al. (2000), a β-conglicinina 

(globulina 7S) e a glicinina (globulina 11S) são as principais proteínas de reserva da 
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soja, onde a fração 11S da soja é constituída unicamente pela globulina 11S. No 

entanto, a fração 7S não foi encontrada, indicando que possivelmente durante o 

processamento do extrato aquoso, essa proteína foi lixiviada para o mesmo, uma 

vez que se trata de uma proteína solúvel.  

 Em relação à amostra hidrolisada, não foi possível identificar nenhuma 

banda, sugerindo que a hidrólise resultou na formação de peptídeos de baixo peso 

molecular, não sendo possível de serem detectados pelo método. A obtenção destes 

peptídeos é confirmada pelo elevado grau de hidrólise alcançado neste estudo, que 

pode ter liberado aminoácidos livres e peptídeos de cadeia curta (di e tri-peptídeos) 

(MAHMOUD, 1994).  

 

3.3.2. Conteúdo de isoflavonas 

 

O teor de isoflavonas nos grãos de soja é variável, em função das diferenças 

entre cultivares, condições do seu cultivo e condições ambientais, podendo ser 

encontrados valores desde 71 a 865,36 mg/100g (GENOVESE et al., 2005; 

GONÇALVES, et al., 2014; 2005; RIBEIRO et al., 2007).   

Foi determinada uma concentração de 206,99 mg/100g de isoflavonas totais 

no concentrado proteico de okara (Tabela 3). Teores de isoflavonas inferiores foram 

encontrados em diferentes estudos com okara, variando de 47,90 a 139,80 mg/100g 

totais de isoflavonas (SUREL; COUPLET, 2005; JANKOWIAK et al., 2014a; 

JANKOWIAK et al., 2014b).  

As seguintes isoflavonas estavam presentes no concentrado proteico do 

okara: malonil genistina (malonil glicosídeos), daidzina, genistina (-glicosídeos), 

daidzeína e genisteína (agliconas). Entretanto, além dessas formas de isoflavonas 

encontradas neste estudo, Jankowiak et al. (2014b), Jackson et al. (2002),  Rinaldi et 

al. (2000) e Wang e Murphy (1996) encontraram outras formas de isoflavonas no 

okara bruto: malonil daizina, malonil glicitina (malonil glicosídeos), acetil genistina 

(acetil glicosídeos), glicitina (-glicosídeo) e gliciteína (aglicona). Tal diferença no 

perfil pode ser atribuída ao efeito da extração e concentração das proteínas do okara 

na interconversão das isoflavonas. Em adição, essa diferença também pode ser 

devido à variedade da soja, do seu cultivo, das condições de processo e de 

armazenamento (GENOVESE et al., 2002; JUNG et al., 2008; KAO et al., 2004).  
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No concentrado proteico, as agliconas genisteína e daidzeína predominaram 

entre as isoflavonas, com cerca de 93,69 mg/100g e 40,40 mg/100g 

respectivamente, sendo que a genisteína  representou cerca de 45,3% do total de 

isoflavonas.  

 
Tabela 3- Teor de isoflavonas (base seca) no concentrado e hidrolisado proteico do 
okara 

Grupos Isoflavonas 

Concentrado  Hidrolisado 

Teor de 
isoflavonas 
(mg/100g) 

% em 
relação ao 

total 

Teor de 
isoflavonas 
(mg/100g) 

% em 
relação ao 

total 

Malonil 
glicosídeo 

Malonil 
genistina 

38,13 ± 2,70  18,4 Nd - 

-
glicosídeos 

Daidzina 10,09 ± 0,65  4,9 Nd - 
Genistina 24,69 ± 1,58 

a 
11,9 94,60 ± 11,86 

b 
19,4 

Agliconas Daidzeína 40,40 ± 2,64 

a 
19,5 80,02 ± 9,94 b 16,4 

Gliciteína Nd - 133,39 ± 
17,68 

27,4 

Genisteína 93,69 ± 5,97 

a  
45,3 179,35 ± 

22,88 b 
36,8 

 Total 206,99 100,0 487,36 100,0 
Valores representam a média de 2 determinações ± desvio padrão. Letras diferentes indicam quas as 
amostras apresentam diferença significativa a 5% (p < 0.05). 

 

A amostra hidrolisada apresenta conteúdo total de isoflavonas superior a da 

amostra concentrada, provavelmente resultado das alterações ocorridas nas 

interações proteínas-isoflavonas durante a hidrólise. De acordo com a Malaypally et 

al. (2010), a eficiência da extração de isoflavona  e a sua estabilidade térmica 

podem ser influenciadas não somente pelo teor de proteína, mas também pela 

desnaturação de proteínas. Nufer et al. (2009) sugerem que a hidrólise proteica 

pode aumentar a eficiência da extração de isoflavonas, uma vez que a desnaturação 

e o desdobramento da proteína  expõe os grupos hidrofóbicos e as isoflavonas 

associadas à ela. Isto também pode explicar o fato da gliciteína ter sido detectada 

somente após a hidrólise proteica. 

Na amostra de okara hidrolisado, é observada a ausência da daidzina e da 

malonil genisitina. Também, em comparação com o concentrado proteico, observa-

se no hidrolisado um aumento na porcentagem de agliconas em relação ao 

conteúdo total de isoflavonas, passando a representar cerca de 80,65%.  Tal 

resultado indica que, durante o processo de hidrólise, ocorreu a conversão das 
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formas glicosídicas em agliconas (Tabela 4). Ao realizar a extração de isoflavonas 

em derivados de soja, Barnes, Kirk e Coward (1994), constataram que os 

conjugados malonil são termicamente instáveis, e podem sofrer reações de 

desesterificação produzindo β-glicosídeos.  De acordo com Park et al. (2001), 

durante os processos térmicos, os compostos glicosilados presentes nos grãos de 

soja, podem ser transformados em suas formas agliconas. Segundo Matsuura et al. 

(1989), Lima e Ida (2014), o tratamento térmico de soja influência o perfil de 

isoflavonas, favorecendo a atividade da -glucosidade na conversão dos -

glicosídeos em agliconas. As -glicosidases são enzimas que hidrolisam as ligações 

-glicosídicas dos dissacarídeos, oligossacarídeos e outros glicosídios glicosilados. 

Lima e Ida (2014), investigando o efeito da temperatura do tratamento hidrotérmico 

de grãos de soja, constataram que em 55ºC ocorreu maior conversão de -

glicosídeos em agliconas. Tal resultado corrobora com os resultados obtidos neste 

estudo, uma vez que o processo de hidrólise enzimática proteica foi conduzido nesta 

mesma temperatura.    

Portanto a hidrólise proteica favoreceu a extração das isoflavonas, bem 

como a conversão das formas glicosídicas para agliconas. Izumi et al. (2000) e 

Munro et al. (2003) afirmam que a atividade biológica e o metabolismo das 

isoflavonas ingeridas na dieta dependem da forma química em que se apresentam, 

sendo as agliconas absorvidas mais rapidamente do que as demais, o que torna 

mais desejáveis. 

 

3.3.3. Capacidade antioxidante 

 

O método de ABTS se baseia na capacidade do antioxidante sequestrar o 

radical catiônico ABTS+, enquanto que o método FRAP analisa a capacidade do 

antioxidante reduzir o íon férrico. Desta forma, torna-se interessante e útil a 

combinação de métodos com diferentes mecanismos antioxidantes (KUSKOSKI et 

al., 2005). 

Os resultados apresentados na Tabela 4 demonstram que ambas as 

amostras apresentam capacidade redutora de íon ferro. No entanto, verifica-se que 

o hidrolisado possui atividade antioxidante 6,5 vezes superior ao concentrado 

proteico. O mesmo ocorre para o método ABTS, em que o hidrolisado apresenta 
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atividade sequestradora de radical livre 6,4 vezes maior que a amostra não 

hidrolisada. Estes resultados evidenciam que a hidrólise das proteínas leva à 

produção de hidrolisados com capacidade antioxidante maior que a encontrada na 

matéria prima original.  

 

Tabela 4- Atividade antioxidante avaliada pelo método ABTS e FRAP (µM de TE/g 
de amostra). 

Análise 
Concentrado 

proteico 

Hidrolisado 

proteico 

ABTS 58,29 ± 0,010a 383,49 ± 0,063b 

FRAP 2,41 ± 0,001a 15,32 ± 0,020b 

Valores representam a média de 3 determinações ± desvio padrão. 
Letras diferentes indicam quais as amostras apresentam diferença 
significativa a 5% (p < 0.05). 

 

Outros estudos também reportam que hidrólise enzimática da proteína de 

soja provocou um aumento da capacidade antioxidante, e esse aumento foi 

relacionado com a liberação de peptídeos bioativos que apresentam atividade 

antioxidante (BEERMANN et al., 2009; CHEN et al., 1995). A obtenção de peptídeos 

a partir da hidrólise do concentrado de okara foi confirmada tanto pelo alto grau de 

hidrólise alcançado neste trabalho, como pela análise de eletroforese. 

Além de estar relacionado com a geração de peptídeos bioativos, a 

capacidade antioxidante das amostras pode ser devido à presença das isoflavonas 

agliconas. De acordo com Park et al. (2001), as agliconas apresentam capacidade 

antioxidante superior, em comparação com as demais formas. A partir do método de 

DPPH e FRAP, Lee et al. (2005) compararam o poder antioxidante da genisteína e 

daidzeína com seus glicosídeos correspondentes, isolados de sementes de soja. Os 

autores constataram que as formas agliconas apresentam maior potencial 

antioxidante, especialmente as formas genisteína e daidzeína. Desta maneira, o 

elevado conteúdo de agliconas na amostra hidrolisada também pode ter contribuído 

para o aumento da atividade antioxidante.  
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CONCLUSÃO 

 

Neste trabalho, foi possível verificar a influência das variáveis estudadas e 

determinar as condições ótimas da hidrólise enzimática de concentrado proteico 

obtido do okara, de modo a obter maior grau de hidrólise. A condição ótima para 

produzir hidrolisados proteicos determinadas foram: temperatura de 55 ºC, pH 9 e 

concentração de enzima de 5,0%, em que foi obtido 35,51% de grau de hidrólise.  

Obtido na condição otimizada, o hidrolisado apresentou maior conteúdo de 

isoflavonas totais, e também das formas agliconas em comparação com a amostra 

não hidrolisada. Também foi observada uma maior atividade antioxidante no 

hidrolisado proteico, podendo ser resultado do aumento das formas agliconas, como 

também pela liberação de peptídeos bioativos com capacidade antioxidante.    

Este estudo demonstrou que foi possível transformar a matéria-prima inicial 

(okara), um subproduto de pouco valor comercial em hidrolisado proteico com maior 

valor nutricional e com propriedades antioxidantes, com excelente potencial como 

ingrediente na formulação de alimentos. 
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6 CONCLUSÃO 

 

 

A partir deste trabalho, foi possível demonstrar que a ação do 

complexo multi-enzimático Viscozyme® sobre a parede celular pode melhorar 

significativamente a extração de proteínas a partir de okara. Foi também possível 

determinar a condição ótima para se obter a partir do concentrado proteico extraído 

do okara, um hidrolisado proteico com elevado grau de hidrólise. O hidrolisado 

proteico apresentou maior capacidade antioxidante em comparação com a amostra 

não hidrolisada devido ao elevado teor de isoflavonas agliconas e à formação dos 

peptídeos bioativos. Assim, este estudo demonstrou que o hidrolisado obtido 

representa uma alternativa para o aproveitamento de nutrientes descartados no 

okara na obtenção de um produto com elevado valor agregado. 

 

 
 


