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RESUMO

O envelhecimento da soja consiste em uma série de reagdes bioquimicas que
resultam em alteragbes nos componentes dos graos, tais como as proteinas,
lipideos, carboidratos, enzimas e compostos fendlicos. Estas alteracbes podem
modificar as caracteristicas dos graos e prejudicar seu emprego como semente ou
ingrediente alimentar. O objetivo do trabalho foi avaliar a oxidag&o lipidica e
alteracdes fisico-quimicas nas isoflavonas e carboidratos durante o envelheciemento
natural ou acelerado de grdos de soja cultivares BRS 284 e BRS 257 (livre das
lipoxigenases L1, L2 e L3). O envelhecimento acelerado (EA) foi feito em estufa a 30
°C, 78 % de umidade relativa (UR) por até 9 meses e o natural (EN) em uma sala
em condicbes ambientais de temperatura e UR por até 18 meses. Um controle foi
mantido a 4 °C e 60 % de umidade relativa. Foram avaliadas as altera¢cdes na cor,
isoflavonas, atividade da enzima (-glicosidase, carboidratos e enzima a-
galactosidase, a atividade antioxidante dos compostos fendlicos (pelos métodos de
FRAP, DPPH e ABTS), além da ocorréncia de oxidagao lipidica (avaliada pelo pH e
concentragdo de malonaldeido e hexanal), e atividade da enzima lipoxigenase nos
graos em diversos tempos de envelhecimento. Os dados foram tratados por ANOVA
e teste de Tukey (p = 0,05). As duas cultivares apresentaram comportamento
semelhante durante o envelhecimento dos grdos nas duas condigbes. O
envelhecimento (natural e acelerado) resultou em alteragao no perfil de isoflavonas,
sendo mais acentuada no EA, resultando em aumento significativo no conteudo de
isoflavonas agliconas e redugao das isoflavonas B-glicosidicas e malonilglicosidicas.
De forma geral, n&o ocorreu variagdo na atividade da enzima B-glicosidase com o
envelhecimento nas duas condi¢cées. Com o EA e o EN, houve redug¢ao no conteudo
de oligossacarideos (estaquiose e rafinose) e sacarose (dissacarideo) com aumento
nos monossacarideos (galactose, glicose e frutose no envelhecimento acelerado, e
galactose no envelhecimento natural). Houve reducé&o na atividade da enzima a-
galactosidase em ambas as condigbes de armazenamento. O EA resultou em
aumento dos compostos fendlicos totais somente na BRS 257 e da capacidade
antioxidante por FRAP em ambas as cultivares. Quanto a ocorréncia de oxidagao
lipidica, o envelhecimento acelerado resultou em aumento de hexanal em ambas as
cultivares e redugao da atividade de lipoxigenases na soja convencional (BRS 284).
Ocorreu reducao no pH e escurecimento em ambas as cultivares, tanto no EA
quanto no EN. As duas condi¢gdes de envelhecimento ndo ocasionaram, no geral,
alteracao nos teores de malonaldeido.

Palavras-chave:Genisteina. Enzimas. Oligossacarideos. Acgucares. Atividade
antioxidante. Armazenamento.
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ABSTRACT

Soybean aging consists in a series of biochemical reactions that result in alterations
in the grain components, such as proteins, lipids, carbohydrates, enzymes and
phenolic compounds. These alterations can modify the grains characteristics and
impair its use as seed or food ingredient. The aim of this work was to evaluate the
lipidic oxidation and physico-chemichal alterations in the isoflavones and
carbohydrates during accelerated and natural aging of soybean cultivars BRS 284
and BRS 257 (free of lipoxygenases L1, L2 and L3). The accelerated aging (AA) was
performed in an oven at 30 °C, 78 % of relative humidity (RH) up to 9 months and the
natural (NA) in a room in ambient conditions of temperature and RH, up to 18
months. One control was maintained at 4 °C and 60 % relative humidity. In this work
the alterations in color, isoflavones, B-glycosidase enzyme, carbohydrates, o-
galactosidase enzyme, antioxidant activity of phenolic compounds (by the methods of
FRAP, DPPH and ABTS), as well as the occurrence of lipidic oxidation (evaluated by
pH, as well as malonaldehyde and hexanal concentration) and the activity of the
lipoxygenase enzyme were evaluated in the grains in various aging times. The data
were treated by ANOVA and Tukey test (p = 0,05). The aging (natural and
accelerated) resulted in alteration in the isoflavones profile, more accentuated in the
AA, resulting in significant increase in the aglycone isoflavones content and decrease
in the B-glycosidic and malonilglycosidic isoflavones. In general, no variation in f3-
glycosidase activity occurred with aging in both conditions. With the AA and the NA,
there was a reduction in the content of oligosaccharides (stachyose and raffinose)
and sucrose (disaccharide) with increase in monosaccharides (galactose, glucose
and fructose in the accelerated aging, and galactose in the natural aging). There was
a reduction in the activity of a-galactosidase enzyme in both storage conditions. The
AA resulted in increase of the total phenolic compounds only in BRS 257 and in the
antioxidant capacity by FRAP in both cultivars. Regarding the occurrence of lipidic
oxidation, the accelerated aging resulted in hexanal increase in both cultivars as well
as reduction in lipoxygenase activity in the conventional soybean (BRS 284). A
decrease in pH and darkening occurred in both cultivars, in the AA and the NA. In
general, no alteration in malonaldehyde contents was observed in both aging
conditions.

Keywords: Genistein. Enzymes. Oligosaccharides. Sugars. Antioxidant activity.
Storage.
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1 INTRODUCAO

A soja € uma importante cultura agricola, sendo observado a cada
ano um aumento da produtividade e da area plantada no mundo todo. O Brasil é
hoje o segundo maior produtor mundial de soja, atrds apenas dos Estados Unidos
em toneladas colhidas (respectivamente, 114 milhdes de toneladas e 117,21 milhdes
de toneladas na safra 2016/2017), fazendo da soja uma das mais expressivas
commodities brasileiras (COMPANHIA NACIONAL DO ABASTECIMENTO, 2017).

A soja é empregada de diversas maneiras nas diferentes partes do
mundo. Por exemplo, nos paises asiaticos o grdo é empregado h& milénios para o
preparo de produtos tradicionais ndo fermentados (como o tofu e o extrato aquoso) e
fermentados (como o natto). J& nos paises ocidentais, a soja € utilizada para a
extracao de Oleo (de fritura e para o preparo de margarinas e molhos de salada). A
proteina é incorporada em ragdes animais e utilizada como ingrediente em diversos
alimentos, tais como formulagdes infantis, substitutos de carne e laticinios e em
produtos de panificacdo, devido as suas boas propriedades funcionais tecnoldgicas,
como capacidade de retencao de agua e 6leo, formacédo de emulsdo, espuma e géis
(GIBSON; BENSON, 2005).

ApoOs a colheita, a soja pode ser transportada por longas distancias,
além de poder permanecer armazenada em silos até que seja processada. No
Brasil, o estoque de passagem (grdos armazenados entre duas safras) de
2016/2017 esté estimado em 5,42 milhdes de toneladas (COMPANHIA NACIONAL
DO ABASTECIMENTO, 2017).

Quando a soja é armazenada por longos periodos, principalmente
em temperaturas acima de 22 °C e umidade relativa acima de 60 %, ocorrem
diversas reacdes bioquimicas que irdo resultar no envelhecimento dos grdos
(KONG; CHANG; LIU; WILSON, 2008). As principais reacfes sdo a hidrolise e
oxidacdo dos lipidios, dentre eles, os fosfolipideos das membranas. Os radicais
livres, oriundos de diversos processos metabdlicos (como a respiracéo celular), dao
inicio a reacOes de peroxidacdo dos acidos graxos poli-insaturados, resultando na
perda da integridade das membranas celulares, e por consequéncia, a
descompartimentalizacdo das células. Ao mesmo tempo, também ocorrem reacdes

de hidrolise dos lipideos no interior das células, e como consequéncia ha o aumento
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da acidez nos grados, o que por sua vez, € uma das causas da reducdo da
solubilidade e da extracdo das proteinas (MARCOS-FILHO, 1999; KIBINZA et al.,
2011; XIN et al., 2014; SAIO et al., 1980; SHARMA et al., 2013). As reacles de
hidrolise e oxidacdo dos lipideos resultam em danos em varios componentes
celulares, como as proteinas e acidos nucléicos e podem causar alteracdes
(redug&@o ou aumento) na atividade de diversas enzimas, além de altera¢des no perfil
de isoflavonas (SAIO et al., 1980; SUNG; CHIU, 1995; KAMIZAKE; VAREA;
PRUDENCIO, 2014; NARAYAN; CHAUHAN; VERMA, 1988; HOU; CHANG, 2002;
KIM; JUNG; AHN; CHUNG, 2005; LEE et al., 2003). Alguns autores observaram
que, tanto no envelhecimento acelerado como natural da soja h4& um aumento no
conteudo de compostos secundarios de oxidacdo lipidica nos grdos, como o
malonaldeido e o hexanal (SHARMA et al., 2013; SUNG; CHIU, 1995; TIAN; SONG,;
LEI, 2008; BRACCINI et al., 2000).

A soja contém trés formas da enzima lipoxigenase (EC 1.13.11.12)
denominadas de L1, L2 e L3. Estas enzimas catalisam a hidroperoxidacdo do acido
linoleico e de outros acidos graxos poliinsaturados e estdo relacionadas com a
geracdo de sabores indesejaveis durante o processamento da soja (MATOBA et al.,
1985). Por atuarem na peroxidacdo de lipideos, estas enzimas podem ter algum
envolvimento no envelhecimento dos gréos. Entretanto o mecanismo de
envolvimento ainda ndo esta totalmente esclarecido, pois 0s poucos estudos
existentes apresentaram resultados conflitantes. Segundo Lambrecht, Nielsen, Liska
e Nielsen (1996), a auséncia das lipoxigenases L2 e L3 confere maior resisténcia ao
envelhecimento em soja armazenada em condi¢cdes adversas, resultando em
menores alteracdes nas proteinas e no produto tofu. Entretanto, outros autores
observaram reducédo na atividade destas enzimas em soja armazenada em diversas
condicbes, e ndo constataram relacdo entre a auséncia de pelo menos duas
lipoxigenases e maior resisténcia ao envelhecimento (SUNG; CHIU, 1995;
NARAYAN; CHAUHAN; VERMA, 1988; WANG et al.,1990).

Dentre os componentes da soja estdo os carboidratos sollveis,
sacarose e 0s oligossacarideos estaquiose e rafinose. Sabe-se que 0s seres
humanos ndo possuem em seu trato digestivo a enzima a-galactosidase (EC
3.2.1.22), que hidrolisa as ligagbes a(1,6) galactosidicas, e por isso, o0s
oligossacarideos intactos ndo sdo absorvidos; assim, eles acumulam-se no intestino

grosso, sao fermentados por micro-organismos anaerobios e conduzem a flatuléncia



16

e desconforto aos consumidores. Portanto, a reducdo destes oligossacarideos é
desejavel para aumentar a aceitabilidade da soja e seus derivados (LIU, 1997,
VIANA et al., 2005, WANG; CHEN; ZHANG, 2014; KARR-LILIENTHAL; KADZERE;
GRIESHOP; FAHEY JR, 2005) e também de mercado e comercializacdo dos graos
e seus produtos, uma vez que aumentaria o consumo. Desta forma o estudo das
alteracbes nestes acUcares durante o envelhecimento é interessante. Além disso,
destaca-se que nao foram encontrados estudos que avaliassem a atividade da a-
galactosidase enddgena da soja durante o envelhecimento dos graos.

Da mesma forma, existem poucas informacbes sobre as
interconversodes das diferentes formas de isoflavonas durante o envelhecimento da
soja (HOU; CHANG, 2002; LEE et al., 2003; KIM et al., 2005), especialmente
referente a cultivares brasileiras (AVILA et al., 2011; AVILA et al., 2012) e n&o ha
estudos mostrando o papel da enzima B-glicosidase neste processo. Ha& também
poucos estudos sobre as alteracfes nos compostos fendlicos totais e na atividade
antioxidante dos gréos de soja submetidos ao envelhecimento (AVILA et al., 2012;
LEE; CHO, 2012).

As alteracbes fisicas e quimicas nos grdos causadas pelo
envelhecimento podem prejudicar e até mesmo inviabilizar o emprego da soja como
ingrediente alimentar, ou ainda levar a rejeicdo dos produtos por parte dos
consumidores. Por esta razdo, é importante entender o mecanismo do
envelhecimento dos grdos durante o armazenamento para encontrar ou sugerir
formas de manutencdo das caracteristicas de qualidade dos graos, mesmo em
armazenamento prolongado, e de emprego dos grdos envelhecidos e, assimm
reduzir perdas na industria de alimentos e melhorar a aceitacdo dos produtos pelos

consumidores.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo do trabalho foi avaliar a oxidacéo lipidica e alteracdes
fisico-quimicas nas isoflavonas e carboidratos durante o envelheciemento natural ou
acelerado de graos de soja cultivares BRS 284 e BRS 257 (livre das lipoxigenases
L1, L2 e L3).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar alteracbes no pH dos grdos de soja decorrentes do
envelhecimento EA e EN.

e Medir a atividade das enzimas lipoxigenases, B-glicosidase e a-galactosidase
nos graos de soja submetidos as duas condicdes de envelhecimento.

e Verificar a ocorréncia de oxidacdo lipidica nos graos submetidos ao
envelhecimento, por meio da determinacdo do teor de malonaldeido e da
determinacdo e quantificacdo dos teores do composto volatili hexanal
formados durante o envelhecimento EA e EN dos gréos.

e Determinar as alterac6es no perfil de isoflavonas dos grdos da soja, durante
EA e EN.

e Medir a atividade antioxidante nos grdos de soja, durante EA e EN, pelos
métodos de Capacidade de Sequestrar Radicais DPPH", Capacidade de
Sequestrar Radical Livre ABTS*" e Método de Reducao do Ferro (FRAP).

e Verificar a mudanca no perfil de carboidratos dos grdos de soja com o

envelhecimento EA e EN.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 CARACTERISTICAS E HISTORICO DA SOJA

A soja € uma planta de porte arbustivo, cuja altura varia entre 0,75 a
1,25 m dependendo da cultivar e das condi¢cdes de cultivo. A planta pertence a
familia Leguminosae, subfamilia Papilionoideae, do género Glycine. Seu nome
cientifico € Glycine max (L.) Merrill e, além disso, a soja € considerada, devido a sua
composicdo, uma semente oleaginosa (SHURTLEFF; AOYAGI, 2004; LIU, 1997a).
O gréao é dividido em duas partes principais: a casca e o embrido. No embrido
encontram-se dois cotilédones, que sdo estruturas de reserva para o crescimento e
desenvolvimento das demais estruturas embrionarias. A casca ou tegumento
protege o grao e pode ter diversas cores como verde, amarela, marrom e preta, e
graos com diferentes formatos, que podem variar entre linear e oval. Na casca
encontra-se o hilo, que também pode apresentar variacbes de cor. Ha diferencas
entre as cultivares de soja quanto ao formato (esférico a oval) e tamanho do gréo
(7,6 a 30,3 g/100 graos) (LIU, 1997a).

A planta é nativa do continente asiatico, tendo sido domesticada na
China, onde as primeiras citacdes escritas sobre o grao aparecem entre 0S anos
2883 e 2838 a.C. Da China, a soja espalhou-se pelo continente, onde até os dias
atuais tem uma grande importancia na alimentacao desta regido, sendo utilizado em
produtos tradicionais, como o tofu, misso, tempeh e extrato. Do continente asiético, a
soja foi levada a Europa no século XV, onde foi exposta em jardins botanicos como
curiosidade, e depois as Américas. O grdo chegou aos Estados Unidos no fim do
século 18 e comecou a ser explorado em larga escala somente na segunda década
do século 20. Entretanto, somente nos anos 1960 a soja tornou-se uma cultura
importante no Brasil (EMBRAPA, 2017; SHURTLEFF; AOYAGI, 2004).

Hoje, trés paises sdo responsaveis por 81,18 % da producéo
mundial de soja, sendo eles, em ordem decrescente de producao, Estados Unidos
da América (EUA), Brasil e Argentina. Estima-se que na safra 2016/17 a producao
dos EUA tenha sido de 117,21 milhdes de toneladas do gréo, e a da Argentina na
mesma safra tenha sido de 57 milhdes de toneladas. A producéo do Brasil, segundo
maior produtor mundial, teve um desempenho recorde nesta safra, alcangando

aproximadamente 114 milh&es de toneladas, com crescimento da area plantada de
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1,9 %, atingindo 33.889,9 mil hectares. O Brasil € ainda o maior exportador mundial
do gréo, respondendo por 42,5 % de todas as exportagcbes no mundo. O maior
importador do mundo no momento é a China, com 63,9 % das importacfes mundiais
da soja. No Brasil, a regido centro-oeste € a maior produtora de soja, seguida pela
regido sul. No Parana a é&rea plantada chegou a 5.251,9 mil hectares, obtendo uma
safra recorde, com uma producédo de 18 % acima da safra anterior (2015/2016)
(COMPANHIA NACIONAL DO ABASTECIMENTO, 2017).

Apoés a colheita, a soja € armazenada em fazendas e plantas de
processamento em grandes silos até que seja encaminhada para sua utilizacdo. A
soja também ¢é transportada por longas distancias, o que aumenta o tempo de
espera para ser utilizada. H4 ainda os estoques de passagem mantidos pelos
paises, que sdo uma quantidade de grdos armazenados entre duas safras para
estabilizar a oferta destes de ano para ano, além dos precos, e salvaguardar o
suprimento dos graos para os consumidores. No Brasil, 0 estoque de passagem da
safra 2016/17 estd estimado em 5,42 milhdes de toneladas, o maior valor dos
altimos dez anos, assim como o estoque de passagem para esta safra nos EUA, que
esta sendo estimado como o maior dos ultimos 11 anos (COMPANHIA NACIONAL
DO ABASTECIMENTO, 2017; USDA, 1958).

3.2 COMPOSICAO DA SOJA

A soja possui um alto conteado de proteinas e lipideos
(aproximadamente 40 e 20 % respectivamente) quando comparada a outras
leguminosas e cereais. Ja o teor de carboidratos da soja € de aproximadamente 35
%. A concentracdo de proteinas e lipideos dos grdos é governada por fatores
genéticos, porém existe também a influéncia de fatores ambientais durante o
periodo de enchimento dos graos. Nos graos encontram-se, ainda, diversos minerais
como ferro (0,9 — 1,5 mg/100g), calcio (0,16 — 0,47 mg/100g), fésforo (0,42 — 0,82
mg/100g), magnésio (0,22 — 0,24 mg/100g) e zinco (0,37 mg/100g). Além disso, a
Soja possui outros compostos de interesse, como as isoflavonas e outros compostos
fendlicos (CARRAO-PANIZZI; MANDARINO, 1998; PIPOLO et al.,, 2015; LIU,
1997b).

Os componentes de maior interesse nos graos sao os lipideos, pois

os triacilglicerois séo extraidos e comercializados na forma de 6leo e as proteinas,
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uma vez que a soja € uma importante fonte proteica de elevado valor nutritivo e
propriedades funcionais desejaveis (LIU et al., 2007; MUJOO; TRINH; NG, 2003;
RIBLETT et al., 2001).

De acordo com Chen et al. (2012) a proteina da soja apresenta
digestibilidade e balanco de aminoacidos essenciais satisfatorios. Das proteinas de
reserva da soja, aproximadamente 90 % séo classificadas como globulinas e estas
sao classificadas de acordo com seus coeficientes de sedimentacao, sendo elas: 2S,
7S, 11S e 15S. Em maiores propor¢cdes estdao a fragdo 7S (uma glicoproteina
chamada de conglicinina, que corresponde aproximadmente a 34 % das proteinas
do grdo), e a 11S, que contém uma proteina chamada glicinina, e corresponde a
aproximadamente 40 % das proteinas do grdo (KINSELLA, 1979; LIU, 1997a).
Essas proteinas podem ser aplicadas em diversos alimentos por apresentarem
propriedades tecnofuncionais desejaveis, como solubilidade, capacidade de
absorcdo e retencdo de agua, capacidade de absorcdo de O6leo, emulsificacdo e
formacéo de gel (KINSELLA, 1979). Exemplos de alimentos comuns tanto no oriente
como no ocidente, cujo principal componente de soja € a proteina, sdo o extrato
(“leite de soja”) e o tofu (obtido pela coagulagéo proteica, que possibilita a formagéao
do gel) (KAMIZAKE; SILVA; PRUDENCIO, 2016).

Em 1999, o Departamento de Saude e Servicos Humanos dos EUA
por meio do FDA (Food and Drug Administration) e a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) aprovaram a alegacdo de que o consumo de 25 g de proteina de
soja por dia, acompanhada de uma dieta com baixo contetdo de gordura saturada e
colesterol, pode reduzir o risco de doencas cardiacas. Assim a proteina de soja é
considerada um ingrediente com alegacao de propriedade funcional relacionada a
salde (DEPARTAMENT OF HEALTH AND HUMAN SERVICES, 1999; BRASIL,
1999).

Além destes componentes, os carboidratos, os compostos fendlicos
e as isoflavonas vém sendo estudados, pois sdo considerados compostos bioativos.
Ainda, a soja é fonte de fibras alimentares, sendo estas o conjunto dos
oligossacarideos e dos carboidratos insollveis do gréo. Estes componentes sdo
estudados devido a uma possivel relacdo entre o consumo de fibras e reducéo de

colesterol no plasma (LIU, 1997c).
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3.2.1 Lipideos

Nos grdos da soja, os lipideos sdo armazenados em corpos
lipidicos, sendo os triacilglicerois 0s principais componentes, € em menores
quantidades existem os fosfolipidios e acidos graxos livres. Entre os acidos graxos
que compdem os lipideos da soja, 0 mais abundante € o &cido linoleico (C 18:2),
seguido pelo &cido oleico (C 18:1), palmitico (C 16:0), linolénico (C 18:3) e estearico
(C 18:0). Entre os fosfolipidios, sdo encontrados na soja a fosfatidil colina (35 %),
fosfatidil etanolamina (25 %), fosfatidil inositol (15 %), acido fosfatidico (entre 5 e 10
%) e outros em menor quantidade (LIU, 1997b).

Os lipideos da soja, além do interesse para a industria, sdo de
grande importancia nutricional para os consumidores, pois, dos lipideos totais da
soja, aproximadamente 86 % sdo compostos de &acidos graxos insaturados, e
destes, 60 % s&do 4cidos graxos essenciais (acidos linoleico e linolénico) (CARRAO-
PANIZZI; MANDARINO, 1998). Em estudo realizado com cultivares brasileiras,
foram encontrados os seguintes acidos graxos, cuja concentracdo esta apresentada
em g/kg de massa seca: palmitico (118,8 a 139), oleico (155,8 a 259,1), linoleico
(494,3 a 591,6) e linolénico (55,4 a 83,8) (SILVA; CARRAO-PANIZZI; PRUDENCIO,
2009). J4 Vieira, Cabral e De Paula (1999) observaram em outras cultivares
brasileiras a presenca dos &cidos graxos miristico (C 14:0), palmitico (C16:0),
palmitoléico (C16:1), estearico (C18:0), oleico (C18:1), linoleico (C18:2) e linolénico
(C18:3). Destes, os principais acidos graxos encontrados foram os &cidos oleico
(aproximadamente 25 %) e linoleico (aproximadamente 53 %).

A concentracdo de lipideos e sua composicdo sado fatores muito
importantes que devem ser considerados durante o armazenamento dos graos e sua
utilizacdo, pois se sabe que quanto maior a concentracdo de &cidos graxos
insaturados, maior a velocidade das reacdes de oxidacdo dos lipideos (ARAUJO,
2004).

3.2.1.1 Hidrdlise de lipideos

A hidrdlise de lipideos consiste na liberacéo de acidos graxos (entre
0s quais os acidos linoleico e linolénico) que estdo esterificados a uma molécula de

glicerol, ou de fosfolipideos, pela acdo de enzimas como as lipases e as
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fosfolipases, além de ocorrer em Oleos submetidos a altas temperaturas, como
aquelas empregadas em processos de fritura. Estes acidos graxos livres geram
odores indesejados, e por estarem livres, ficam mais expostos as reacbes de
oxidacdo, reduzindo, portanto, a estabilidade oxidativa dos alimentos (McCCLEMENS;
DECKER, 2010; ARAUJO, 2004).

Durante o armazenamento, 0s grdos sdo susceptiveis a hidrdlise,
principalmente enzimatica. Portanto, a fim de assegurar um apropriado
armazenamento pos-colheita de gréos, as lipases e fosfolipases devem ser
inativadas, pois, do contrario, atuam liberando acidos graxos livres mesmo apoés a
morte celular dos tecidos. Além disso, para manter a estabilidade dos lipideos é
necessario o controle do conteudo de umidade dos gréos (recomenda-se manté-la a
abaixo de 14 %), pois o aumento pode acelerar as reacfes de hidrolise dos lipideos
(ARAUJO, 2004).

3.2.1.2 Oxidacao lipidica

A oxidacéo de lipideos ocorre por meio de uma cadeia de reacdes
que tém inicio quando os lipideos de um alimento reagem com 0 oxigénio. Nas
reacbes de oxidacdo de lipidios, ocorrem alteracbes dos &cidos graxos e
fosfolipidios presentes no alimento, e ha a formacao de moléculas menores, que sdo
0os produtos de decomposi¢cdo. Dentre os produtos de decomposicdo estao
compostos volateis como aldeidos, cetonas, alcoois e hidrocarbonetos, que séo
conhecidos por conferir aromas e sabores indesejados aos alimentos. Tanto os
acidos graxos livres quanto os grupos acil-graxos podem sofrer oxidacdo (GORDON,
2001; McCLEMENS; DECKER, 2010). A oxidacdo dos lipideos provoca, ainda,
mudancas nos demais componentes dos alimentos, como as proteinas, que também
resulta em alteracdes no sabor, aroma, aparéncia e valor nutritivo dos alimentos
(ARAUJO, 2004).

Ha trés etapas nas reagcbes de oxidacdo lipidica: iniciagéao,
propagacao e terminacao. A iniciagdo ocorre quando ha a retirada de um hidrogénio
de uma molécula de acido graxo, por espécies reativas ou radicais livres (por
exemplo, o radical hidroxil (OH)) e, a partir desta reacao, ocorre a formacao de um
radical alquil (L'). Os acidos graxos insaturados sdo oxidados mais facilmente, pois,

quanto maior o numero de insaturacdes, menor serd a energia necessaria para
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abstrair o atomo hidrogénio, pois a energia de dissociagdo da ligacdo covalente
entre C-H € menor quando o &tomo de carbono estéa adjacente a uma ligacéo dupla.
Na etapa de propagacédo ocorre a formacéo do radical peroxil (LOO). Este radical
peroxil pode retirar o hidrogénio de outra molécula, e assim propagar a reacédo de
um &cido graxo para outro. Pode ocorrer também a adicdo de um hidrogénio ao
radical peroxil, formando um hidroperoxido de &cido graxo (LOOH). Dois radicais
podem combinar-se para formar espécies nao radicais, sendo esta etapa chamada
de terminagcdo. A decomposi¢cdo dos hidroperéxidos leva a formacgdo de radicais
alcooxil (LO"), que ainda podem se decompor originando diversos compostos de
baixa massa molecular, como aldeidos, cetonas, alcoois e hidrocarbonetos
(McCLEMENS; DECKER, 2010; GORDON, 2001).

Os produtos formados nas reacfes de oxidacdo sao classificados
em primarios e secundarios. Os produtos primarios sdo formados durante as etapas
de iniciacao e propagacao, e 0os secundarios sdo os compostos formados a partir da
decomposicdo dos produtos primarios, como por exemplo, o hexanal, as carbonilas
e 0 malonaldeido (McCLEMENS; DECKER, 2010). Aldeidos volateis, como o
hexanal, conferem aroma e sabor indesejaveis aos alimentos sendo por esta razéo,
0s compostos de escolha quando se deseja monitorar a ocorréncia de oxidacdo nos
alimentos (GORDON, 2001).

Tendo em vista que os graos de soja possuem um alto teor de
lipideos, e ainda uma alta proporcdo de acidos graxos insaturados em sua
composi¢do, especialmente o 4cido linoleico, a soja é susceptivel a ocorréncia de
reacOes de oxidacdo durante o armazenamento. A peroxidacao lipidica em gréos
depende da umidade do gréo, da temperatura de armazenamento e também da
concentracdo de oxigénio do ambiente, sendo que teores de umidade do gréo
abaixo de 6 % e acima de 12 % sao ideais para a ocorréncia de reacbes de
autoxidacao (LIU, 1997; MURTHY; SUN, 2000). Além das reacdes de oxidacédo de
lipideos catalisadas por radicais livres, as reacfes de oxidacdo também podem ser
catalisadas pelas enzimas lipoxigenases, que estdo presentes em diversos tecidos

animais e vegetais, como na soja (ARAUJO, 2004).

3.2.1.3 Lipoxigenases
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Tecidos de diversas plantas e animais contém enzimas conhecidas
como lipoxigenases (LOX; EC 1.13.11.12). A funcéo das lipoxigenases nos tecidos
Vivos e intactos de vegetais ainda esta sendo estudada e ndo esta bem esclarecida,
porém, ha indicios de que estas enzimas possam ter algum tipo de envolvimento na
biossintese de &cido jasménico (um hormdnio relacionado com regulacdo do
crescimento), podendo estar relacionadas também com a producdo de substancias
presentes durante o amadurecimento de frutos e no desenvolvimento de sementes,
e ainda ter algum papel na producéo de traumatina, um horménio relacionado com a
protecdo contra injurias mecéanicas na planta (BORDINGNON; MANDARINO, 1994;
PRIGGE et al., 1996).

Essas enzimas catalisam a oxidacdo de &cidos graxos
poliinsaturados na presenca de oxigénio molecular produzindo hidroperoxidos, tendo
como principal substrato os acidos linoléico e linolénico. Nas plantas, as reacdes
catalisadas pelas enzimas lipoxigenases produzem diversos compostos volateis
similares aos produzidos durante as reacbes de autoxidacdo, como aldeidos,
cetonas e alcoois, sendo que dentre estes, o hexanal é o principal composto, o qual
€ 0 maior responsavel por alteracdes de aroma e sabor nos gréos (LIU, 1997b). As
lipoxigenases também estdo associadas com o aparecimento de sabores
indesejaveis na soja (beany flavor) durante o processamento, principalmente durante
a producédo de extrato aquoso, qguando 0s graos Sao imersos em agua.

Acredita-se que a soja seja a maior fonte de lipoxigenases entre os
vegetais, sendo que em seus graos foram caracterizadas trés isoformas principais
da enzima, denominadas de L1, L2 e L3. Cada uma destas isoformas apresenta
caracteristicas diferentes quanto ao pH 6timo e substrato, em condicbes de
laboratorio. A isoforma L1 tem pH 6timo em torno de 9,0 e atua sobre substratos
anibnicos. Ja as isoformas L2 e L3 agem sobre substratos livres (acidos graxos
livres) ou esterificados, como os triacilglicerdis, com pH 6timo proximo ao neutro
(LIU, 1997b; GORDON, 2001).

Como as lipoxigenases catalisam reacdes de oxidagédo de lipideos
dos graos, elas podem estar relacionadas com o processo de deterioracdo e
envelhecimento durante armazenamento dos graos. Como a atividade das enzimas
lipoxigenases resulta na formagdo de compostos volateis na soja, destacando-se o
composto hexanal, alguns autores sugerem que a eliminagcdo destas enzimas

poderia contribuir com uma menor ocorréncia de oxidacao lipidica nos graos, e desta
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forma aumentar a estabilidade dos grédos ao armazenamento (MATOBA et al., 1985;
WILSON; McDONALD, 1986; FURUTA et al., 1996).

3.2.2 Compostos fendlicos da soja e atividade antioxidante da soja

Os compostos fenodlicos sdo metabdlitos secundérios das plantas,
derivados principalmente do aminoacido fenilalanina. Os compostos fendlicos sao
moléculas que possuem pelo menos um anel aromatico contendo um ou mais
grupos hidroxila, e podem ter outros grupos funcionais em sua estrutura. Nas plantas
em geral, pode ser encontrada uma grande variedade de compostos fendlicos,
desde fendlicos simples, como os fendis, fenilpropandides, derivados do &acido
benzdico e os flavonoides, até polifendlicos, como os taninos, lignanas e as ligninas.
Os compostos fendlicos tém diversas funcbes nas plantas, tais como: protecéo
contra patégenos, pigmentacdo, acdo antimicrobiana, acdo como sinalizadores no
estabelecimento de relacdo simbidtica com rizobios e na atracdo de polinizadores,
além de fazerem parte da estrutura de paredes celulares (SHAHIDI; NACKZ, 2006).

Uma das maiores classes de compostos fendlicos encontrada em
plantas sédo os flavonoides. Estes compostos possuem uma estrutura basica referida
como Cs3-CeCs (Figura 1). Fazem parte desta classe, as flavonas, flavanéis e
flavondis, flavanonas, antocianidinas e as isoflavonas, sendo que as diferentes
classes de flavondides sao diferenciadas pelas posicdes das insaturacbes e
substituicbes de radicais (Figura 2). Sendo assim, o que diferencia as isoflavonas
das demais classes de flavondides, por exemplo, é a ligacdo do anel fenil na posicéao
C3, ao invés da posicdo C2 (SHAHIDI; NACKZ, 2006).

Figura 1 — Estrutura quimica basica dos flavonoides

Fonte: Heim; Tagliaferro; Bobilya, 2002.
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Figura 2 — Estrutura quimica basica dos flavonoides: flavanol, flavona, flavonol,

flavanona, isoflavona e antocianidina.

Flavanol @o "
5 OH

Flavanona
(Diidroflavona)

Flavona
Isoflavona

Flavonol Antocianidina

%%
% &4

Fonte: Heim; Tagliaferro; Bobilya, 2002. Adaptada pelo autor.

Nas células de todos o0s seres vivos podem ser encontrados
sistemas de defesa contra a oxidacdo, os antioxidantes. Nas células vegetais
encontram-se mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos para protecdo contra o
estresse oxidativo. Dentre 0s mecanismos enzimaticos de protecdo contra oxidacao
estdo enzimas como as superOxido dismutases e as catalases. Ja entre o0s
antioxidantes ndo enzimaticos, 0s principais sao os compostos fendlicos, que podem
atuar como sequestradores de radicais livres, interrompendo a cadeia de reacdes de
oxidacao. Estes compostos (AH) tém a capacidade de doar um elétron para o radical
livre (LOO-, LO") que possui um elétron desemparelhado reduzindo-o e formando um
radical antioxidante (A)) que é estavel, o que interrompe a reacdo em cadeia da
oxidacdo (SHI; NOGUCHI; NIKI, 2001; McCLEMENS; DECKER, 2010;
YANISHLIEVA-MASLAROVA, 2001). Como o0 estresse oxidativo resulta em
macromoléculas (proteinas, os lipideos e os acidos nucleicos) celulares danificadas,
os referidos mecanismos antioxidantes sdo importantes para a manutencdo do
funcionamento das células (KIBINZA et al., 2011).

A soja contém diversas moléculas com atividade antioxidante, por
exemplo, os &cidos fendlicos e as isoflavonas, além de outros flavonodides e os
tocoferdis, sendo que a soja apresenta as quatro formas de tocoferéis que ocorrem

naturalmente (a, B, ¥ e &) (HALL, 2001; KUMAR et al., 2009). Alu’'datt et al. (2013)
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encontraram na farinha desengordurada de soja os compostos fendlicos quercitina,
acido p-coumarico, acido feralico, acido sinapico, acido galico, acido protocateculico,
acido hidroxibenzéico, acido siringico e rutina. JaA Chung et al. (2008) analisaram os
compostos fendlicos da soja e concluiram que, nas 20 cultivares estudadas, as
isoflavonas sdo os compostos fendlicos mais abundantes. Os autores encontraram
também, nos grdos de soja, acidos fendlicos e outros flavonodides. Entre as
cultivares, foram observadas diferencas no conteudo e no perfil de fendlicos devido
as diferencas genéticas e condicdes de cultivo das cultivares analisadas.

Diversos autores encontraram correlacdo positiva entre o contetdo
de compostos fendlicos totais e a atividade antioxidante da soja (BARBOSA et al.,
2006; XU; YUAN; CHANG, 2007; MALENCIC et al., 2008; DEVI et al., 2009). Como
existem diferencas entre as cultivares de soja quanto ao conteudo de fendlicos
totais, consequentemente, pode haver diferencas na atividade antioxidante (CHUNG
et al., 2008). Zilic et al. (2013) estudando soja amarela, verificaram que o0s
compostos fendlicos como as isoflavonas e o acido ferdlico podem estar
concentrados nos cotilédones e no embrido, razdo pela qual a atividade antioxidante

do gréo sem casca é maior do que da casca do gréo.

3.2.2.1 Isoflavonas

As isoflavonas sdo um grupo de compostos fendlicos pertencente a
classe dos flavonoides, que possuem dois anéis benzilicos ligados por trés
carbonos, podendo ou ndo ser fechados em um anel pirano, e sendo assim, sua
estrutura pode ser simplificada como Cs - Cs - C3. As isoflavonas sdo encontradas
somente em familias botanicas que possuem a enzima chalcona isomerase, que é
capaz de converter a 2(R)-naringina em 2-hidroxidaidzeina, um precursor das
isoflavonas, sendo a soja a planta onde se encontra a maior quantidade de
isoflavonas entre os vegetais (LIU, 1997b). Na soja séo encontradas 12 isoflavonas,
em quatro formas quimicas diferentes (Figura 3): uma na forma aglicona (genisteina,
daidzeina e gliciteina), e trés formas glicosidicas: B-glicosidica (genistina, daidzina e
glicitina), malonilglicosidica (6’-O-malonilgenistina, 6’-O-malonildaidzina, 6’-O-
malonilglicitina) e acetilglicosidica (6’-O-acetilgenistina, 6’-O-acetildaidzina, 6’-O-
acetilglicitina) (HOU; CHANG, 2002).



Figura 3 — Estruturas quimicas das isoflavonas de soja

28

Descarboxilagdo para a forma acetil glicosidica

[ Desesterificagio para a forma B-glicosidica

Perda de carboidrato para a forma aglicona

Aglicona ’

\ B-glicosidica J

\ Acetilglicosidica J

I\ Malonilglicosidica ’

Agliconas

Ri1 R> Composto

H H Daidzeina
OH H

Genisteina
H OCHs; Gliciteina

Fonte: Kim et al. (2005b); Liu (1997b). Adaptada pelo autor.

Podem ocorrer interconversdes entre as diferentes formas de
isoflavonas (Figura 3). Niamnuy et al. (2011) encontraram evidéncias de conversao

das isoflavonas das formas malonilglicosidicas em p-glicosidicas por meio de
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reacoes de desesterificacdo em gréos de soja submetidos a diferentes processos de
secagem a altas temperaturas (50 a 150 °C, até 120 minutos). Da mesma forma,
Park et al. (2002) observaram aumento das formas B-glicosidicas e reducdo das
formas malonilglicosidicas apo0s tratamento térmico (121 °C) por 40 minutos de
farinhas desengorduradas de soja. Ao avaliar o conteudo das diferentes formas de
isoflavonas em produtos de soja, Wang e Murphy (1994) observaram que em
produtos submetidos ao processo de extrusdo ou torra (calor seco) houve aumento
das formas acetilglicosidicas e reducdo das formas malonilglicosidicas, por um
processo denominado de descarboxilagéo. A interconversdo das formas glicosidicas
em agliconas também pode ocorrer por meio de acdo enzimatica, na qual a enzima
B-glicosidase hidrolisa a ligagado B-glicosidica entre a aglicona e a molécula de
acucar (ESEN, 2003; MATSUURA; OBATA, 1993).

O tratamento hidrotérmico de grédos de soja (41 a 65 °C, 3 a 9 horas)
favorece a agédo da [-glicosidase, obtendo-se assim maiores teores de isoflavonas
agliconas. No entanto, durante este tratamento pode haver perdas no contetudo de
isoflavonas totais, por causa da instabilidade térmica das formas malonilglicosidicas
(LIMA; IDA, 2014). Por outro lado, o processamento térmico dos grdos de soja em
agua (40 a 65 °C, por até 3,4 horas) para a producdo de extrato aquoso resulta em
aumento das formas agliconas e reducdo nas formas malonilglicosidicas, por acéo
da B-glicosidase e da temperatura (BAU; IDA, 2015).

O teor e as formas das isoflavonas nos grdos podem sofrer
alteracdes de acordo com o genotipo das cultivares da soja e também podem ser
influenciados pelo ambiente (temperatura e teor de umidade durante o cultivo) (KIM
et al., 2005b). Também ha diferencas na distribuicdo das isoflavonas entre as partes
constituintes do gréo, conforme estudo realizado por Eldridge e Kwolek (1983), em
que a maior proporcdo de isoflavonas foi observada no hipocétilo (1400 — 1750
mg/100 g) e nos cotilédones dos gréos (158 — 319 mg/100 g), enquanto que na
casca foi encontrado somente de 10 a 20 mg/ 100 g. Os autores também
observaram diferencas no teor e forma das isoflavonas entre as 4 -cultivares
estudadas e anos de colheita em um mesmo local. Diferencas no conteddo de
isoflavonas em relagéo a cultivares, local e ano de colheita tem sido relatado por
diversos autores (LEE et al., 2003a; LEE et al, 2003b; KIM et al., 2005b; CHUNG et
al., 2008; DEVI et al., 2009; KIM et al., 2012b; SAKTHIVELU et al., 2008; SILVA,
CARRAO-PANIZZI; PRUDENCIO, 2009; BENASSI; PRUDENCIO, 2013).
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Por exemplo, Kim et al. (2012a) notaram diferencas na concentracao
de isoflavonas entre cultivares de soja de diferentes paises. Porém, em todas as
cultivares a concentracédo das formas glicosidicas foi maior do que das agliconas. Ha
diversos relatos de que no grédo de soja sem qualquer tratamento, as formas
malonilglicosidicas sdo as predominantes, seguidas pelas glicosidicas, agliconas e
por ultimo as acetilglicosidicas (KIM et al., 2012b; SAKTHIVELU et al., 2008;
CHUNG et al., 2012). Entretanto, apesar das formas glicosidicas serem encontradas
em maior concentracdo no grdo de soja, as agliconas sdo melhor absorvidas pelo
organismo humano, como demonstrado pelo estudo realizado por Izumi et al. (2000).

Na literatura cientifica, as isoflavonas tém recebido muita atencéo
devido a varios estudos que as tém relacionado a diversos beneficios a saude e a
atividade antioxidante in vitro e in vivo. Segundo Arora, Nair e Strasburg (1998) as
isoflavonas, devido a sua estrutura polifendlica, podem doar atomos de hidrogénio
para os radicais livres, resultando em radicais fenoxil menos reativos, e, portanto,
apresentam atividade antioxidante. Além disso, atuam como quelantes de metais.
Os autores estudaram a atividade antioxidante das isoflavonas genisteina e
daidzeina sobre a peroxidacdo lipidica em lipossomos. Quando a peroxidagao
lipidica foi iniciada por ions ferro, as isoflavonas citadas apresentaram efeito
inibitério sobre a peroxidagdo. A genisteina apresentou maior atividade antioxidante
do que a daidzeina, pois a genisteina apresenta uma hidroxila no C-5, a qual ndo é
encontrada na daidzeina.

De acordo com Liu, Chang, Wiesenborn (2005) as isoflavonas de
soja apresentaram atividade antioxidante in vitro, mesmo em baixas concentracdes
(25 ppm). Por outro lado, em ratos, as isoflavonas demonstraram capacidade de
aumentar a atividade de enzimas antioxidantes, como a catalase e a superdoxido
dismutase, em diversos 6rgaos, como pulméo e intestino delgado, somente quando
administradas isoladas, em altas concentracdes (250 ppm). Ja a alimentacédo dos
ratos com tofu, com concentracdo mais baixa de isoflavonas (50 ppm), mostrou-se
mais eficiente em aumentar a atividade das enzimas citadas, provavelmente devido
a presenca de proteinas e outros fendlicos da soja.

As isoflavonas, cuja estrutura quimica é semelhante a do horménio
feminino estrogénio, sdo a forma mais comum de fitoestrogénio, e podem exercer
efeitos estrogénicos no organismo humano (DEVI et al., 2009; KIM et al, 2012b).

Song, Hendrich e Murphy (1999) realizaram um estudo em que constataram que as
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formas agliconas gliciteina e genisteina apresentaram atividade estrogénica in vitro,
pois foram capazes de ligar-se ao receptor de estrogénio nas células. Aléem disso, as
isoflavonas citadas demonstraram atividade estrogénica em fémeas de ratos, sendo
gue a gliciteina apresentou maior atividade do que a genisteina.

Ha relatos da acgéo das isoflavonas na reducado no risco de doencas
coronarianas e cancer de prostata. Em estudo realizado por Anthony et al. (1996)
com macacos Rhesus, a reducdo nos niveis colesterolémicos, associados ao
desenvolvimento de arteriosclerose, foi relacionada as isoflavonas da soja presentes
na alimentacao. Flavonas, flavondis, flavononas e isoflavonas (compostos fendélicos)
demonstraram, in vitro, atividade antiproliferativa de células de cancer de célon.
Porém, a atividade antiproliferativa ndo pdde ser relacionada com a capacidade
antioxidante destes compostos (KUNTZ; WENZEL; DANIEL, 1999).

No estudo de Suzuki et al. (2002) a proliferacdo de células de duas
linhagens de cancer de prostata humana foi inibida in vitro pelo tratamento com a
isoflavona genisteina. A efetividade da inibicdo foi dependente da dose
administrada. Houve uma reducdo na expressdo de genes importantes para a
regulacdo da proliferagdo das células como resultado do tratamento com a
genisteina.

A ingestédo de soja por ratos machos desde o nascimento pode ter
propriedades anticarcinogénicas, evitando o aparecimento de cancer de prostata.
Acredita-se que este efeito possa ser desempenhado pelas isoflavonas da soja, por
apresentarem atividade estrogénica, porém, podem existir outros mecanismos de
acao ainda nao elucidados (MAKELA et al., 1995).

Foi observado que a administracao oral de isoflavonas (5 mg por dia,
por trés dias) em ratos conferiu um efeito protetor aos pulmdes contra injdrias
induzidas por um tratamento de radiacéo, por meio de um mecanismo de modulagéao
dos mediadores da inflamacdo (ABERNATHY et al., 2017). Ainda existem muitos
estudos que estdo sendo realizados para determinar o papel das isoflavonas e seus
possiveis efeitos na salde humana. Ressalta-se que as isoflavonas das formas
agliconas sado melhor absorvidas pelo organismo humano do que suas respectivas
formas glicosidicas, e que ha indicios que dentre as formas agliconas, a genisteina é
absorvida mais eficientemente e possui maior atividade antioxidante do que a
daidzeina (1ZUMI et al., 2000; SUZUKI et al., 2002; EASON, et al., 2005; ARORA;
NAIR; SATRASBURG, 1998).
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3.2.3 Carboidratos

Da composicdo total da soja, 35 % sdo carboidratos. Nos graos
maduros podem ser encontrados principalmente o dissacarideo sacarose e 0s
oligossacarideos rafinose e estaquiose, além dos monossacarideos glicose e
frutose, sendo estes os carboidratos soluveis do gréo. Entre os carboidratos
insolUveis estédo a celulose, a hemicelulose e a pectina, sendo que estes tém funcéo
estrutural e estdo localizados em maior quantidade na casca dos grdos. O amido é
encontrado somente em quantidades tracos (SALDIVAR et al, 2010;
GIANNOCCARO; WANG; CHEN, 2008; LIU, 1997b). A sacarose é o carboidrato
soltvel presente em maior quantidade (aproximadamente 5 % dos carboidratos),
enguanto que os teores de estaquiose e a rafinose sdo de aproximadamente 3,8 % e
1,2 % respectivamente (CARRAO-PANIZZI; MANDARINO, 1998). Os
oligossacarideos da soja (rafinose e estaquiose principalmente) possuem unidades
de frutose, glicose e galactose, e estes agucares sao unidos por ligagdes -
frutosidicas e a-galactosidicas (Figura 4) (LIU, 1997b).

Em extrato de soja obtido de gréos da cultivar BRS 257, Bau, Garcia
e Ida (2015) notaram um conteldo de sacarose de 5,77 g.100 g, seguido dos
oligossacarideos estaquiose (3,85 ¢g.100 g*) e rafinose (1,28 g.100 g?). Ja os
monossacarideos galactose, glicose e frutose foram encontrados em conteddos
mais baixos (0,15 g.100 g, 0,23 g.100 g* e 0,35 g.100 g%, respectivamente). Silva,
Carrdo-Panizzi e Prudencio (2009), analisando os teores de carboidratos de cinco
cultivares brasileiras de soja, notaram diferencas entre as cultivares quanto aos
teores de sacarose, rafinose e estaquiose, cujos valores variaram de 34 a 43,5 g/Kg,
4 a 9,5 g/kg e 20 a 35 g/kg, respectivamente. Neste estudo ndo foram encontrados
0s monossacarideos glicose e frutose.

Os seres humanos ndo sao capazes de digerir os oligossacarideos
rafinose e estaquiose, uma vez que nao possuem em seu intestino, a enzima a-
galactosidase que catalisa a hidrolise destes acucares. Desta forma, quando estes
oligossacarideos séo ingeridos, eles sdo metabolizados no intestino por bactérias
presentes na microbiota intestinal o que resulta na formacédo de gases, e desconforto
abdominal. Sendo assim, estes oligossacarideos sédo considerados indesejaveis na
soja e em outras leguminosas, como o feijao. Por sua vez, o dissacarideo sacarose,

€ considerado desejavel, por causa de seu gosto doce, que poderia melhorar o
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sabor de produtos derivados da soja como o extrato aquoso e o tofu (WANG; CHEN,;
ZHANG, 2014; LIU, 1997b). Segundo Silva et al. (2012), h& correlacéo positiva entre
o teor de acucares na soja e 0 aroma e sabor doce. Além disso, Silva, Carrdo-
Panizzi e Prudencio (2009) notaram que a cultivar de soja BRS 267 apresentou
maior sabor doce apds cozimento dos graos, e esta caracteristica foi correlacionada
a um maior teor de frutose nesta cultivar, quando comparada as outras quatro

cultivares empregadas no estudo.

Figura 4 — Estrutura quimica dos oligossacarideos da soja.
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Fonte: Adaptado pela autora de LeBlanc et al. (2004).

3.2.3.1 a-Galactosidase

A enzima a-D-galactosidase (EC 3.2.1.22) catalisa a hidrélise de
diferentes oligossacarideos que possuem ligacao a(1-6) galactosidica, liberando
galactose, sendo que entre seus substratos sdo encontrados a melibiose, a rafinose
e oligossacarideos similares, além de polimeros contendo a-galactose
(galactomananas) (BAKUNINA et al., 2014, GOES; RIBEIRO, 2002). Esta enzima é
encontrada em bactérias, fungos e plantas, inclusive na soja (TABORDA;
CARDOSO; KARP, 2016). Guimaraes et al. (2001) extrairam duas formas da enzima
a-galactosidase (P1 e P2) a partir da soja germinada e as caracterizaram. Ambas
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demonstraram atividade em temperatura entre 20 e 70 °C e pH entre 6,5 e 7,0. A
atividade maxima das enzimas ocorreu nas temperaturas de 45 e 50 °C e pH de 5,0
e 5,5. Os autores observaram, ainda, que a enzima P2 foi capaz de hidrolisar
rafinose e estaquiose em extrato aquoso de soja apds incubacdo por 8 horas a 30
°C. Viana et al. (2005) observaram reducao nos conteudos de rafinose, estaquiose e
sacarose durante a germinacdo de soja, com aumento nos teores de frutose.
Segundo os autores, a a-galactosidase enddégena foi capaz de atuar sobre os
oligossacarideos rafinose e estaquiose e apresentou atividade maxima a 60 °C e pH
5,0.

3.3 ENVELHECIMENTO DOS GRAOS DE SOJA

ApoOs a colheita, enquanto a soja é transportada ou armazenada
durante longos periodos, ocorrem diversas alteracées bioquimicas nos graos,
gue em conjunto sdo denominadas de envelhecimento. Como resultado os graos
perdem a qualidade fisiologica e tornam-se incapazes de germinar, além disso,
perdem também a qualidade como matéria prima para o processamento de
varios alimentos, como o extrato e tofu (BAILLY, 2004; SUNG; CHIU 1995; LIU,
1997a; MARCOS FILHO, 1999). Para que o processo de envelhecimento seja
amenizado ou ao menos retardado, recomenda-se que 0s grdos contenham
umidade de no maximo 10 % e que sejam armazenados em condicfes de baixa
temperatura (até 22 °C) e umidade relativa (UR) (abaixo de 60 %) (LIU, 1997c;
KONG et al.,, 2008). Condicdes superiores a estas aceleram as reacoes
bioguimicas que causam o envelhecimento dos grdos. Essas reacfes estdo
associadas ao processo de respiracdo dos grdos durante o armazenamento.
Tendo em vista que a taxa de respiracdo é influenciada pela temperatura e UR
do ambiente de armazenamento, quanto mais elevados forem estes parametros,
e também a umidade do grdo, maior sera a taxa respiratéria, causando assim
aumento da velocidade nas reac¢fes bioquimicas nos graos (LIU, 1997a).

Grande parte dos pesquisadores que estudam o envelhecimento
em graos credita o inicio do processo as reacdes de hidrolise e peroxidacao de
lipideos dos tecidos que compdem os grédos, em especial dos fosfolipideos das
membranas celulares, causando a descompartimentalizacdo celular e a

desorganizacdo do metabolismo. Estas reacdes em conjunto com a
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desorganizacdo dos sistemas metabdlicos do grdo d&do origem a diversos
compostos acidos, como os acidos graxos livres, que resultam no aumento da
acidez nos tecidos. Os produtos formados a partir das reacdes de hidrélise e
oxidacdao lipidica sdo capazes de causar danos a outras macromoléculas, como
as proteinas e o DNA. A acidez contribui com a reducédo ou perda da atividade
de diversas enzimas (HOU; CHANG, 2004a, 2004b; BAILLY, 2004; STEWART,
BEWLEY, 1980; SAIO et al., 1980; SUNG; CHIU 1995; LIU, 1997a; MARCOS
FILHO, 1999, XIN et al.,, 2014, KAMIZAKE, SILVA, PRUDENCIO, 2016;
KAMIZAKE, SILVA, PRUDENCIO, 2017).

A reducgédo da atividade de diversas enzimas e a formagao de
compostos associados as reacOes de oxidacdo lipidica foram observadas em
muitos estudos envolvendo envelhecimento de soja. Sung e Chiu (1995) notaram
declinio na atividade das enzimas superéxido dismutase, catalase, peroxidase e
ascorbato peroxidase em soja armazenada por 12 meses a 25 °C. Como estas
enzimas tém funcdo antioxidante nos grdos, ou seja, houve reducdo na
capacidade de limitar os danos causados pela presenca de radicais livres e
peroxidos nos graos. E este efeito estd de acordo com o aumento do teor de
malonaldeido observado indicando, aumento da peroxidacdo lipidica com o
armazenamento. Como consequéncia os autores também notaram reducdo na
taxa de germinacdo dos grdos. Resultados similares foram encontrados para
soja armazenada a 45 °C e 100 % UR durante 12 dias (SUNG, 1996) e para
outras sementes, como girassol e amendoim (BAILLY et al., 1996; SUNG; JENG,
1994). Tian, Song e Lei (2008) constataram aumento na taxa respiratéria com o
armazenamento de soja a 40 °C e 100 % UR e também na producéo de radical
superoxido (Oz2), peroxido de hidrogénio (H202) e malonaldeido. Por outro lado,
a atividade das enzimas superoxido dismutase, catalase, ascorbato peroxidase e
glutationa redutase foi reduzida ao final dos 20 dias de experimento.

De forma similar, Sharma et al. (2013), ap6s armazenamento da
soja por 180 dias sem controle de umidade relativa e temperatura
(envelhecimento natural), observaram aumento no conteddo de acidos graxos
livres e reducdo no conteudo de acucares soluveis e acucares redutores.
Notaram também aumento da peroxidacdo lipidica, expressa em teor de
malonaldeido formado, enquanto as enzimas catalase e a peroxidase tiveram

sua atividade reduzida durante o armazenamento. Xin et al. (2014) também
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encontraram aumento no teor de malonaldeido com o envelhecimento acelerado
de soja (41 dias, 40 °C), além de evidéncias da perda de integridade da
membrana celular, alteracdo na atividade de diversas enzimas e danos as
mitocondrias.

O aumento no teor de hexanal em grédos de soja submetidos ao
armazenamento em condi¢cdes ambientais de temperatura e UR, por até seis
meses foi observado por Braccini et al. (2000), que também notaram a reducéo
nos teores de proteinas, lipideos e acidos graxos poliinsaturados. Enquanto que
Achouri, Boye e Zamani (2008) verificaram uma reducdo no teor de compostos
volateis apds 10 meses de armazenamento (22 °C, 30 % UR), em especial o
hexanal.

Em oOleo extraido dos graos de soja ap6s o armazenamento por
até seis meses (nas temperaturas de 20, 30 e 40 °C, umidade do gréo entre 11,2
e 14,8 %), Alencar et al. (2010) constataram aumento no valor de perdxidos e no
contetudo de &cidos graxos livres, sendo estas alteracfes mais acentuadas em
combinacfes de temperaturas e umidades do grédo elevadas.

Giurizatto et al. (2012) avaliaram o teor de a-tocoferol (vitamina
E) em graos de soja submetidos ao armazenamento natural (15 °C 60 % UR) e
artificial (41 °C, sem controle de UR) por 180 dias, e notaram aumento no teor de
a-tocoferol nos dois tratamentos, ao longo do tempo de armazenamento. Os
tocoferdis sdo antioxidantes naturais, que podem contribuir para limitar a
peroxidacao lipidica, pois reduzem os niveis de espécies reativas de oxigénio,
como o perdxido de hidrogénio e o radical superoxido. Portanto, segundo o0s
autores, o aumento no teor de a-tocoferol dos grdos de soja pode ser uma
resposta as reacdes bioquimicas que possivelmente ocorrem durante o
armazenamento, e uma forma de prevencao aos danos. Os autores, entretanto,
somente analisaram o teor de a-tocoferol, e ndo determinaram o0s niveis de
peroxidacao lipidica ou de outros antioxidantes dos gréos.

Um dos componentes do grdo mais estudado em relagcdo ao
envelhecimento sdo as proteinas. Diversos autores relataram a reducdo na
solubilidade proteica e na sua extracdo a partir de grdos submetidos a diversas
condi¢cbes de envelhecimento acelerado e natural. Dessa forma, h& reducdo no
conteudo proteico no extrato aquoso e consequentes prejuizos tanto no

rendimento como nas caracteristicas fisicas, quimicas e sensoriais de produtos
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como o extrato aquoso e tofu. Estudos indicam que a reducédo da solubilidade
das proteinas é provocada pelo aumento da acidez, que por sua vez, €
consequéncia dos produtos originados de reacdo de hidrélise dos lipideos
durante o envelhecimento. As alteracbes moleculares das proteinas (como
reducdo na hidrofobicidade de superficie) conduzem a desnaturacdo proteica, o
que por sua vez torna as proteinas menos soluveis (SAIO et al., 1980; SAIO;
KOBAYAKAWA,; KITO, 1982; KONG et al.,, 2008, HOU; CHANG, 1998, 2003,
20044a, 2004c; KONG; CHANG, 2013; BOM, 2013; YOSHIDA, 2014; KAMIZAKE;
VAREA; PRUDENCIO, 2014, KAMIZAKE; SILVA; PRUDENCIO, 2016, 2017;
CASTILHO, 2016).

De acordo com Kong e Chang (2013) durante o armazenamento
da soja ha agregacdo das moléculas de proteinas por meio do aumento das
interacBes hidrofobicas e pontes dissulfeto, e assim dificulta a sua solubilizacao.
Bom (2013) em estudo de envelhecimento de soja em condi¢bes naturais (sem
controle de UR e temperatura, por 18 meses) e aceleradas (84 % UR e 30 °C,
por 9 meses) observou que o armazenamento dos grdos de soja resultou no
aumento de acidez nos grdos e na diminuicdo da solubilidade proteica (mais
acentuada no envelhecimento acelerado). Observou também aumento nas
interacbes nao covalentes nas proteinas (ligacdes de hidrogénio e interacdes
hidrofébicas), reducdo da hidrofobicidade de superficie das proteinas e no teor
de grupos sulfidrilas livres totais, além de aumento no conteddo de pontes
dissulfeto no envelhecimento acelerado. Segundo a autora, a reducdo na
solubilidade das proteinas apés o armazenamento ocorreu em razao do aumento
na acidez dos grdos, que contribuiu para o dobramento das moléculas de
proteina, ou em uma maior interacdo das subunidades das proteinas da soja
glicinina e 3-conglicinina.

Kamizake, Varéa e Prudencio (2014) encontraram alteracdes na
composicao quimica dos grdos de soja armazenados em condigdes ambientais
por 18 meses (sem controle de UR e temperatura) e em condi¢cdo acelerada por
9 meses (30 °C, 84 % UR). Notaram aumento no teor de umidade dos graos, de
8,95 no tempo zero, para 9,51 % na condi¢cédo acelerada e 9,36 % na condi¢cao
natural. Constataram também reducdo do teor de lipideos, e aumento do
conteudo de proteinas e carboidratos, principalmente na condicdo acelerada.

Observaram reducédo do pH dos gréos e do conteudo de fitato, aléem de aumento
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da acidez titulavel, reducdo da solubilidade proteica em 4gua e da capacidade de
absorcdo e retencdo de agua das proteinas. Ainda, constataram também
aumento no teor de compostos fenolicos totais dos grdos. Notaram que as
alteracbes ocorreram de forma mais pronunciada nos graos submetidos a
condicao acelerada.

O escurecimento dos graos também ¢é muito estudado em
envelhecimento da soja, e é um dos parametros empregados para indicar a
ocorréncia de envelhecimento nos graos. Além do escurecimento, ha relatos de
alteragcbes nos carboidratos da soja com o armazenamento em diversas
condicbes, sendo que alguns autores relacionaram as alteracbes nos
carboidratos com reacdes de escurecimento. Por exemplo, apdés armazenarem
soja em condi¢cbes ambientais por até nove anos, Narayan, Chauhan e Verma
(1988) observaram o escurecimento dos graos, que foi explicado pelas reagcdes
de escurecimento enziméticas e ndo enziméticas (como a reagdo de Maillard).
Ainda notaram, como resultado do envelhecimento o aumento no teor de acidos
graxos livres (originadas de reacdes de hidrolise de acidos graxos) e reducao
dos acucares livres. Outras alteragdes observadas nos grédos foram a diminuicéo
na solubilidade proteica e formacao de perodxidos.

A reducdo no conteudo de acucares livres, juntamente com o
escurecimento da soja foi observada por Hou e Chang (2004b) ap6s nove meses
de armazenamento dos grdos em condicédo adversa (30 °C e 84 % UR). Segundo
0s autores, os acucares podem ter sido utilizados como fonte de energia em uma
tentativa de superar a condicdo adversa de armazenamento, e adicionalmente
podem ter participado de reacdes de escurecimento, como a reac¢ao de Maillard,
contribuindo com o escurecimento dos graos.

O armazenamento da soja em condi¢cdes acelerada (30 °C e 84 %
UR, 9 meses) e natural (18 meses) por Kamizake, Yamashita e Prudencio (2014)
resultou em alteracdes nos parametros de cor em grdos de duas cultivares
brasileiras. Os grédos escureceram, e a condi¢cdo acelerada resultou ainda em um
aumento na taxa de absor¢cdo de agua pelos grdos durante a maceracédo e
provocou aumento na dureza de graos cozidos. De acordo com os autores, estas
mudancas nos grdos sdo consequéncia de diversas reacfes bioquimicas que
ocorrem nos graos durante o armazenamento causando o envelhecimento. Os

produtos (extrato aquoso e tofu) derivados de soja envelhecida também
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apresentam cor e composicdo quimica alterados quando comparados ao
controle, conforme demonstrado por Kamizake, Silva e Prudencio (2016). Os
autores ainda mostraram que o envelhecimento dos grdos resulta em reducdo no
rendimento, escurecimento e alteracdes na textura dos tofus. Ainda, alteracdes
em diversas caracteristicas sensoriais destes tofus foram estudadas por
Kamizake, Silva e Prudencio (2018), que notaram que as alteracfes causadas
nos graos pelo armazenamento a 30 °C, 84 % UR, até 6 meses, e sem controle
de temperatura e UR, até 18 meses, tém efeito negativo na aparéncia, aroma,
sabor e textura dos tofus tornando-os assim, produtos menos aceitaveis para os
consumidores.

Reacdes de escurecimento ndo enzimatico, como as reacdes de
Amadori e Maillard podem ter alguma participacdo no processo de
envelhecimento dos grédos. Essas reacdes causam alteracBes nas proteinas, e
assim reduzem a capacidade do grédo em limitar os danos causados pelos radicais
livres (MURTHY; SUN, 2000). Sun e Leopold (1995) encontraram evidéncias de que
a reacao de Maillard pode estar associada com o declinio do vigor e da germinacao
das sementes de soja. Neste estudo, foi observado o aumento nos produtos da
reacao da Maillard com o tempo de armazenamento (36 °C, 75 % UR, por 5 meses),
assim como a hidrolise de oligossacarideos. Porém, ndo houve aumento no teor de
acucares redutores, uma vez que 0s mesmos podem ter sido consumidos na reagao
de Maillard. Wettlaufer e Leopold (1991) provocaram o envelhecimento acelerado de
soja por um més em duas condicdes de temperatura e umidade; nas amostras
armazenadas a 75 % UR e 30 °C observaram aumento no contetdo de produtos da
reacdo de Amadori (produtos intermediarios da reacdo de Maillard), enquanto que
naquelas armazenadas a 100 % UR e 40 °C notaram aumento de produtos finais da
reagdo de Maillard, como o hidroximetilfurfural (HMF). Sendo assim, o
escurecimento dos grédos devido ao envelhecimento pode estar relacionado a
alteracdes em outros componentes dos graos, como proteinas e carboidratos.

Podem ocorrer também reacdes de escurecimento enzimatico. Em
vegetais, a polifenoloxidase esta envolvida com o processo de escurecimento. A
enzima oxida os compostos fendlicos presentes nas células, formando compostos
chamados de quinonas. Estes compostos se condensam e formam pigmentos
insollveis de cor escura, denominadas melaninas. As quinonas podem também

reagir ndo enzimaticamente com proteinas, outros compostos fendlicos e
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aminoacidos e também formar as melaninas. Os compostos fendlicos mais comuns
envolvidos nesta reacdo sdo o acido clorogénico e a tirosina. A reacdo de
escurecimento enzimatico ocorre nos tecidos quando ha rompimento das células
(ARAUJO, 2004). Sendo assim, a enzima polifenoloxidase e estes compostos
formados também podem ter alguma contribuicdo no processo de escurecimento
dos gréos durante armazenamento (MARLES; VANDENBERG; BETT, 2008).

As isoflavonas € uma outra classe de componentes que ainda
esta pouco estudada durante o processo de envelhecimento da soja € a das
isoflavonas. Hou e Chang (2002) avaliaram o efeito de diferentes condi¢cdes de
armazenamento da soja sobre o perfil de isoflavonas. Na condicdo adversa (30
°C, 84 % UR por 9 meses) notaram mudancas drasticas no perfil de isoflavonas.
Enquanto que no tempo zero ou na soja ndo envelhecida, as formas B-
glicosidicas e malonilglicosidicas perfaziam 99 % das isoflavonas da soja, apo6s 9
meses de armazenamento estas formas decresceram para 3 %. J& as formas
agliconas aumentaram de 1 % no tempo zero para 97 % aos 9 meses de
armazenamento. As formas acetilglicosidicas foram encontradas em
quantidades-traco em todas as condi¢cOes estudadas. Nas condi¢cbes moderada
(20 °C, 57 % UR por 18 meses) e natural (sem controle de temperatura e UR por
18 meses) as mudancas no perfil de isoflavonas ndo foram tdo pronunciadas. As
formas [-glicosidicas aumentaram de 12 % para 31 % aos 18 meses de
armazenamento, enquanto as formas malonilglicosidicas tiveram um decréscimo
de 87 % no tempo zero para 66 % aos 18 meses. As demais formas de
isoflavonas mantiveram-se inalteradas. Na condi¢cédo de baixa temperatura (4 °C,
sem controle de UR, 18 meses) ndo houve mudancas no perfil das isoflavonas.

Foi notada por Lee et al. (2003a) uma pequena reducdo no
conteudo total de isoflavonas em soja armazenada por trés anos sem controle de
temperatura e UR. Houve também reducdo no teor de malonilglicosideos e
aumento no teor de agliconas e glicosideos, provavelmente porque 0S graos
foram submetidos a altas temperaturas durante o verdo, e além das reacdes de
oxidacao ocorridas nos grdos durante o armazenamento.

Ja Kim et al. (2005a) estudaram o efeito da temperatura (25 °C e
-30 °C) e tempo de armazenamento (até trés anos, sem controle de umidade)
sobre o perfil de isoflavonas de oito cultivares de soja. No armazenamento a 25

°C por trés anos observaram decréscimo das isoflavonas agliconas, glicosidicas
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e malonilglicosidicas. Ndo notaram diferenca entre 0 armazenamento a -30 °C e
25 °C, sendo que somente para o grupo dos malonilglicosideos houve uma
menor reducdo durante o armazenamento a —30 °C do que no armazenamento a
25 °C. Em outro estudo, Kim et al. (2005b) encontraram modificacées no perfil de
isoflavonas de soja colhida em trés diferentes anos e armazenada pelo periodo
de trés anos (sem controle de temperatura e UR). Observaram perda de
isoflavonas no primeiro ano de armazenamento, ou seja, reducdo na
concentracdo total de isoflavonas, além de reducdo acentuada das formas
malonilglicosidicas apdés um, dois e trés anos de armazenamento. Aos dois e trés
anos de armazenamento, notaram aumento na concentragdo das formas
glicosidicas e agliconas.

Ao avaliar os teores de isoflavonas em sementes de 21 cultivares
de soja submetidas ao envelhecimento acelerado (41 °C, 100 % UR, até 48 h),
Avila et al. (2011) notaram reducgdo nos teores de isoflavonas totais com o
envelhecimento, e um declinio nos teores de agliconas, com aumento
concomitante nas formas glicosidicas e malonilglicosidicas. Os autores
concluiram que quanto menor o contetudo de isoflavonas nos grdos, menor o
potencial fisiolégico (ou vigor) das sementes apds envelhecimento.

Hé& poucos estudos sobre as alteracGes na atividade antioxidante
de sementes de soja com o envelhecimento. Avila et al. (2012) avaliaram o efeito
do envelhecimento acelerado (41 °C, 100 % UR, até 48 h) em trés cultivares de
soja, sobre os teores de isoflavonas, flavondéides totais, fendlicos totais e na
atividade antioxidante determinada pelo método ABTS. Os autores verificaram
um aumento nos teores de fendlicos totais e flavondides totais até
aproximadamente 40 horas de armazenamento e depois uma reducdo. J& com
relacdo aos teores de isoflavonas totais, ndo houve alteracdo no periodo
estudado. Porém, foi observado aumento na atividade antioxidante, que poderia
ser consequéncia do aumento na geracdo de radicais livres durante o
envelhecimento, assim causaria aumento no conteldo de compostos com
atividade antioxidante como uma forma de protecéo aos tecidos do grao. Ja Lee
e Cho (2012) armazenaram soja preta por dois anos sem controle de
temperatura e umidade relativa e observaram redugdo, com o tempo de
armazenamento, do conteudo de isoflavonas, de proteinas, antocianinas e

também na atividade antioxidante avaliada pelos métodos de DPPH e ABTS.
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Segundo os autores, a redugcao na atividade antioxidante pode estar relacionada
a degradacéo das isoflavonas e antocianinas da soja.

As lipoxigenases da soja também tém sido caracterizadas e
estudadas. Furuta et al. (1996) estudaram extratos preparados pela centrifugacéo de
graos de soja, de cinco cultivares ndo envelhecidas, embebidos em &agua por 12
horas a 4 °C. As cultivares foram: uma contendo as trés lipoxigenases (L-1, L-2 e L-
3), uma com auséncia de L-1, outra com auséncia de L-2, outra com auséncia de L-3
e uma cultivar com auséncia das trés isoenzimas. Os pesquisadores adicionaram
acido linoléico aos extratos e analisaram o teor de substancias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBA) (peroxidagéo lipidica) e hexanal. Nos extratos provenientes das
cultivares com a presenca de pelo menos uma das trés lipoxigenases, houve
aumento das substancias reativas ao TBA em 10 minutos de reacdo. Porém, para a
cultivar sem lipoxigenases, este aumento ndo foi observado. Quanto ao hexanal,
houve maior produgéo na cultivar contendo somente a L-2. Nas demais cultivares
contendo a enzima também ocorreu aumento do teor de hexanal, enquanto para a
cultivar sem lipoxigenases a producdo deste composto foi muito menor (embora
tenha havido producdo do composto). A maior producdo de hexanal na cultivar
contendo somente L-2 pode indicar que esta isoenzima € a responsavel pela
producdo deste composto. Esta afirmacdo esta em acordo com os resultados
obtidos por Matoba et al. (1985) que também encontraram maior formacdo de
hexanal nas cultivares contendo a isoforma L-2, enquanto a produ¢do do composto
foi menor em cultivares com auséncia de L-2.

Pouco se conhece sobre a funcdo ou papel das enzimas
lipoxigenases durante o envelhecimento da soja. Lambrecht et al. (1996) concluiram
gue apo6s envelhecimento acelerado em duas condicbes (25 °C, 50 % UR e 50 °C,
70 % UR, por 3 meses) a cultivar com auséncia de lipoxigenases L2 e L3 foi mais
tolerante aos efeitos do envelhecimento, e produziu tofus com caracteristicas mais
desejaveis do que a cultivar contendo as duas isoenzimas.

Castilho (2016) realizou um experimento de envelhecimento em
condicao acelerada (30 °C, 76 % UR, por até 8 meses) em duas cultivares de
soja, uma convencional (BRS 284) e outra isenta de lipoxigenases L1, L2 e L3
(BRS 257). A autora ndao observou aumento nos teores de malonaldeido nas
duas cultivares, porém, os teores deste composto foram maiores para a cultivar

convencional. Observou também aumento no indice de acidez no 6leo extraido.
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A autora notou que, na cultivar BRS 284 houve aumento do indice de perodxido
do o6leo, enquanto que na BRS 257 ndo houve alteracdo. Além disso, foi
analisada a presenca de radicais livres no 6leo, e constatou-se que a cultivar
BRS 257 (sem as lipoxigenases) era mais estavel ao envelhecimento, uma vez
gue os radicais livres demoraram mais para serem formados nesta cultivar.

Entretanto, diversos estudos tém colocado em duvida o papel das
lipoxigenases no processo de deterioracdo ou envelhecimento de soja. Oliveira et al.
(2006) ndo encontraram relacdo entre a atividade das lipoxigenases e a perda de
vigor e capacidade de germinacédo das sementes de soja. Neste estudo, a perda de
vigor foi relacionada ao maior teor de &cido linoleico, associado com a ocorréncia de
autoxidacao lipidica. King et al. (1998) ndo obtiveram maior estabilidade no 6leo
extraido de soja sem lipoxigenases comparado ao Oleo extraido de graos
convencionais, com lipoxigenases. Enquanto que Wang et al. (1990), em
armazenamento de cultivar convencional e de cultivares sem as lipoxigenases L-1 e
L-3 e sem L-2 e L-3, durante duas semanas (40 °C e aproximadamente 100 % UR),
notaram declinio tanto na taxa de germinacdo, como também na atividade das
enzimas lipoxigenases ao final do tempo de armazenamento. Segundo 0s autores, a
auséncia de alguma das lipoxigenases ndao aumenta a resisténcia dos graos a
deterioragcéo, o que pode significar que a lipoxigenase tem pouca a¢cao no processo
de envelhecimento da soja.

Sung et al. (1995) corroboraram com a inferéncia de Wang et al.
(1990), pois os autores notaram redugdo na atividade das lipoxigenases durante o
envelhecimento natural, e concluiram que € pouco provavel que estas enzimas
tenham um papel majoritario no processo do envelhecimento. Outros autores
também observaram reducdo na atividade das lipoxigenases durante o
envelhecimento natural (NARAYAN et al., 1988; ACHOURI; BOYE; ZAMANI, 2008).

Diante do exposto, o estudo das alteragcbes nos lipideos,
carboidratos e compostos fendlicos da soja em diferentes condigbes e tempos de
armazenamento € importante a fim de melhor compreender o processo de

envelhecimento.
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5 MATERIAL E METODOS

O item 5 esta contemplado com o desenvolvimento de dois artigos cientificos que

estéo apresentados no item 6 RESULTADOS E DISCUSSAO.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussdo desta pesquisa foram divididos em dois

artigos cientificos que estao apresentados a seguir na seguinte ordem:

6.1 ARTIGO CIENTIFICO |

Alteracfes nas isoflavonas e capacidade antioxidante durante envelhecimento

de cultivares de soja com e livre de lipoxigenases.

O artigo esta redigido conforme as normas do periddico cientifico Food Chemistry.

6.2 ARTIGO CIENTIFICO II

Oxidacédo lipidica e alteracbes nos carboidratos no envelhecimento em

cultivares de soja com e livre de lipoxigenases.

O artigo esta redigido conforme as normas do periddico cientifico Food Chemistry.
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6.1 ARTIGO CIENTIFICO |

Alteracfes nas isoflavonas e capacidade antioxidante durante envelhecimento

de cultivares de soja com e livre de lipoxigenases.

Artigo redigido para submissdo conforme normas do periodico cientifico Food

Chemistry.
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AlteracGes nas isoflavonas e capacidade antioxidante durante envelhecimento de

cultivares de soja com e livre de lipoxigenases.

Resumo:

O estudo teve como objetivo avaliar as alteracGes na atividade da B-glicosidase, perfil de
isoflavonas, compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante pelos métodos de FRAP,
ABTS* e DPPH- em grdos de duas cultivares de soja: BRS 284 e BRS 257 (livre das enzimas
lipoxigenases L1, L2 e L3), durante o envelhecimento natural (até 18 meses, temperatura e
umidade relativa ambiente) e envelhecimento acelerado (até 9 meses, 30 °C e 78 % umidade
relativa). O controle foi mantido a 4 °C, 60 % umidade relativa. O envelhecimento (natural e
acelerado) de forma geral ndo causou alteragdes na atividade da B-glicosidase, mas resultou
em alteracdo no perfil de isoflavonas, que foi mais acentuada na condicdo acelerada, com um
aumento significativo no contetdo de agliconas. O envelhecimento acelerado levou ao
aumento dos fendlicos totais somente na BRS 257 e da capacidade antioxidante por FRAP,
em ambas as cultivares. Ambas as cultivares apresentaram um comportamento semelhante de

alteracdes nos compostos estudados durante o envelhecimento natural e acelerado.

Palavras-chave: Armazenamento; Glycine max; Isoflavonas agliconas; B-glicosidase; FRAP.

1. Introducéo

A soja € um gréo versatil, que possui alto teor de lipideos e proteinas, sendo

matéria prima para extracdo de 6leo, producdo de concentrados e isolados proteicos e de

alimentos tradicionais como 0 natto, tofu e extrato aquoso. A soja € também fonte de

compostos fendlicos, entre os quais estdo os acidos fendlicos (acidos ferulico, benzdico,
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protocatectlico e os flavondides (isoflavonas), sendo estes ultimos a classe de fendlicos
presente em maior quantidade nos grdos (Chung, Seo, Ahn & Kim, 2011; Slavin, Cheng,
Luther, Kenworthy & Yu, 2009). Diversos estudos constataram que os compostos fendlicos
da soja possuem capacidade antioxidante, e as isoflavonas, principalmente nas suas formas
agliconas, tém sido associadas também com atividade antitumoral in vitro (Barbosa,
Hassimotto, Lajolo & Genovese, 2006; Slavin et al.,, 2009; Niamnuy, Nachaisin,
Laohsavanich & Devahastin, 2011; Suzuki et al., 2002).

A soja contém isoflavonas em quatro formas quimicas distintas, sendo trés
na forma glicosilada: acetilglicosidica (6”-O- acetilgenistina, 6”—O— acetilglicitina e 6”—O—
acetildaidzina), malonilglicosidica (6”—O— malonilgenistina, 6”—O— malonilglicitina e 6”-O—
malonildaidzina) e B-glicosidica (genistina, glicitina e daidzina) e uma na forma aglicona
(genisteina, gliciteina e daidzeina) (Hou & Chang, 2002). Nos grdos podem ocorrer
interconversdes entre as formas de isoflavonas, sendo que as formas glicosiladas podem ser
convertidas em agliconas por meio de hidrolise das ligagdes B-glicosidicas pela acdo da
enzima B-glicosidase (EC: 3.2.1.21) presente na soja (Matsuura & Obata, 1993). As formas
malonil e acetilglicosidicas podem converter-se em suas formas B-glicosidicas por meio de
desesterificacdo, quando submetidas a altas temperaturas (Niamnuy et al., 2011).

Quando a soja é armazenada por longos periodos, principalmente em altas
temperaturas (acima de 22 °C) e umidade relativa (acima de 60 %), além de umidade do grdo
maior do que 13 %, ocorrem diversas reacGes bioquimicas que irdo resultar no
envelhecimento dos gréos (Kong, Chang, Liu & Wilson, 2008). Destaca-se a peroxidagédo
lipidica onde os radicais livres presentes nas células, oriundos de diversos processos
metabolicos (como a respiracdo celular), iniciam as reac6es de peroxidacdo dos acidos graxos
poliinsaturados, resultando na perda da integridade das membranas celulares e,

consequentemente, na descompartimentalizacdo das células. Concomitantemente, ocorrem
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também reacdes de hidrélise dos lipideos, causando aumento da acidez nos graos, que € uma
das causas da reducdo da solubilidade das proteinas (Marcos-Filho, 1999; Kibinza, Bazin,
Bailly, Farrant, Corbineau & El-Maarouf-Bouteau, 2011; Xin et al., 2014; Saio, Nikkuni,
Ando, Otsuru, Terauchi & Kito, 1980). As reacdes de oxidacdo e hidrolise dos lipideos, por
sua vez, resultam em danos a outros componentes celulares como as proteinas e acidos
nucleicos causando reducdo ou aumento na atividade de diversas enzimas, além de alteragdes
no perfil de isoflavonas (Saio et al., 1980; Sung & Chiu, 1995; Kamizake, Varéa &
Prudencio, 2014; Narayan, Chauhan & Verma, 1988; Hou et al., 2002; Kim, Jung, Ahn &
Chung, 2005; Lee et al., 2003).

A soja contéem trés formas de lipoxigenases (EC 1.13.11.12) denominadas
de L1, L2 e L3. Estas enzimas catalisam a hidroperoxidacdo do &cido linoleico e de outros
acidos graxos poliinsaturados e estdo relacionadas com a geracdo de sabores indesejaveis
durante o processamento da soja (Matoba, Hidaka, Narita, Kitamura, Kaizuma & Kito, 1985).
Por atuarem na peroxidacdo de lipideos, estas enzimas podem ter algum envolvimento no
envelhecimento dos grdos. Entretanto o mecanismo ainda ndo estd totalmente esclarecido,
pois 0s poucos estudos existentes apresentaram resultados conflitantes. Segundo Lambrecht,
Nielsen, Liska e Nielsen (1996), a auséncia das lipoxigenases L2 e L3 confere maior
resisténcia ao envelhecimento em soja armazenada em condi¢Oes adversas, resultando em
menores alteracBes nas proteinas e no produto tofu. Entretanto, outros autores observaram
reducdo na atividade destas enzimas em soja armazenada em diversas condicdes, e nao
constataram relacdo entre a auséncia de pelo menos duas lipoxigenases e maior resisténcia ao
envelhecimento (Sung et al., 1995; Narayan et al., 1988; Wang, Fujimoto, Miyazawa, Endo &
Kitamura, 1990).

Existem poucas informagfes sobre as interconversdes das diferentes formas

de isoflavonas durante o envelhecimento da soja (Hou et al., 2002; Lee et al., 2003; Kim et
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al., 2005), especialmente em relacdo a cultivares brasileiras (Avila et al., 2011; Auvila,
Braccini, Souza, Mandarino, Bazo & Cabral, 2012) e ndo ha estudos mostrando o papel da
enzima B-glicosidase neste processo. Ha também poucos estudos sobre as alteracBes nos
compostos fenolicos totais e na atividade antioxidante dos grdos de soja submetidos ao
envelhecimento (Avila et al., 2012; Lee & Cho, 2012). Sendo assim, 0s objetivos deste estudo
foram investigar duas cultivares de soja (uma livre das lipoxigenases L1, L2 e L3 e outra
contendo as trés enzimas) quanto as alteracdes no contetudo de fenolicos totais, capacidade
antioxidante e no perfil de isoflavonas durante o envelhecimento dos grdos de forma natural e
acelerada, e determinar a atividade da enzima [-glicosidase, que atua na conversdo das
isoflavonas glicosidicas em agliconas, contribuindo assim com a elucidacdo do processo de

conversao das isoflavonas durante o envelhecimento.

2. Material e Métodos

2.1 Material

Utilizaram-se gréos de duas cultivares de soja recomendadas para consumo
humano, BRS 284 (hilo marrom claro, casca amarelo claro, 38,7 % de proteinas, 20,4 % de
lipideos e tamanho equivalente a 14,6 g /100 graos) e BRS 257 (livre das lipoxigenases L1,
L2 e L3, hilo marrom claro, casca amarelo claro, 40,6 % de proteinas, 22,6 % de lipideos e
tamanho equivalente a 14,4 g/100 gréos). Os grdos foram cultivados na safra de 2013/2014,
na regido de Maua da Serra, norte do Parand, Brasil.

Os padrdes de isoflavonas malonil conjugadas e acetil conjugadas foram
obtidos de Wako Pure Chemical Industries (Osaka, Japan). Os padrdes de isoflavonas f-
glicosidicas e agliconas foram obtidos de Sigma Aldrich (St. Louis, USA). Todos 0s reagentes

utilizados na quantificacdo das isoflavonas por cromatografia liquida de ultra eficiéncia
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(CLUE) foram de grau cromatografico. Todos os demais reagentes utilizados foram de grau

analitico.

2.2 Envelhecimento da soja

O estudo consistiu de dois experimentos de envelhecimento, um
acelerado (EA) e outro natural (EN), de grédos recém-colhidos das duas cultivares de soja.
Inicialmente, foi feita a selecdo dos graos, retirando-se os quebrados e danificados além
de sujidades e materiais estranhos. Os grdos controles foram mantidos em camara fria a 4
°C e 60 % de umidade relativa (UR) (Hou et al., 2002; Kamizake, Yamashita &
Prudencio, 2014). Para o0 EA, os graos foram armazenados em estufa a 30 °C e 78 £ 2 %
de UR (obtida por solucdo de cloreto de potassio saturada) por até nove meses. Para o
EN, os grdos foram armazenados em condi¢cdes ambientais ndo controladas por 18 meses,
e a temperatura e UR foram monitoradas diariamente com termo-higrometro
(INCOTERM Modelo 7666.02.0.00), sendo a média no periodo de 23,9 °C e 62,7 % UR,
a maxima de 34,4 °C e 86 % UR e a minima de 12 °C e 24 % UR.

Amostras das condicdes de envelhecimento acelerado e natural foram
tomadas em intervalos de um més e trés meses, respectivamente, e estocadas nas mesmas
condicBes do controle até a realizacdo das andlises. Para as andlises, os grdos foram

moidos em moinho analitico (IKA A1l Basic) e peneirados em peneira de 60 mesh.

2.3 Teor de umidade

O teor de umidade dos gréos foi determinado de acordo com a metodologia

padrdo da AOAC (1995).
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2.4 Determinagao da atividade da P -glicosidase

Foram homogeneizados, em tubos de ensaio, 0,2 g de amostras e 3 mL de
tampao citrato 0,05 mol. L™ (pH 4,5) contendo NaCl 0,1 mol.L™. Os tubos foram mantidos a
temperatura ambiente por uma hora, sendo agitados em vortex, em intervalos de 15 minutos,
por uma hora a temperatura ambiente. Apos centrifugacdo (Centrifuga 5804R - Eppendorf) a
4 °C, 3215 g por 20 minutos (Carrdo-Panizzi & Bordingnon, 2000), o sobrenadante foi
filtrado (filtro Millex-HN, 0,45 um) obtendo-se o extrato para a determinacao da atividade da
enzima, conforme procedimento descrito por Matsuura et al. (1993) empregando-se o
substrato cromogénico p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo (p-NPG). Foram incubados,
separadamente, uma solugdo de p-NPG 1 mmol. L preparada em solugdo tampdo acetato
(0,1 mol.L'%, pH 4,7) e 0,2 mL do extrato da amostra em banho-maria (30 °C, 10 minutos).
Entdo, foi adicionado 0,8 mL de p-NPG 1 mmol. L ao tubo de ensaio contendo a amostra, e
a mistura foi mantida em banho-maria (30 °C) por mais 15 minutos. Interrompeu-se a reagdo
pela adicdo de 1,0 mL de carbonato de sddio 0,5 mol. L. A absorbancia do p-nitrofenol (p-
NP) liberado na reacéo foi lida em espectrofotometro a 400 nm (BIOCHROM, Libra S22). A
curva padrio de p-NP foi preparada em concentragdes variando de 8 a 64 umol. LY. Uma
unidade de atividade da enzima (UA) foi definida como a quantidade de enzima requerida
para liberar 1 umol de p-NP em 1 minuto de reacdo, nas condi¢des do ensaio. Os resultados

foram expressos em UA. g de amostra em base seca.

2.5 Analise de isoflavonas por CLUE
O teor das diferentes formas de isoflavonas foi determinado por
cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE). Os grdos moidos foram desengordurados

com hexano (1:10 m/v) por 1 h a temperatura ambiente, com agitagdo continua, filtrando-se a
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vacuo a seguir. Para a extracdo das isoflavonas, 0,2 g da amostra desengordurada foram
adicionadas a 8 mL do solvente extrator (agua ultrapura, acetona e etanol na propor¢éo de
1:1:1, viviv) (Yoshiara, Madeira, Delaroza, Silva & lda, 2012). Esta mistura foi agitada a cada
15 minutos em agitador de tubos, por uma hora. Em seguida, a mistura foi mantida em banho
ultrassénico por 15 minutos, centrifugada (794 g, 15 min, 4 °C) (Centrifuga 5804R -
Eppendorf, Hamburg, GE), e filtrada (filtro Millex-LH 0,22 uM), obtendo-se o extrato.

A gquantificacdo das diferentes formas das isoflavonas dos gréos de soja foi
feita de acordo com Handa, Couto, Vicensoti, Georgetti e Ida (2014). Para a analise
cromatografica, utilizou-se uma coluna de fase reversa (modelo ACQUITY — UPLC BEH
C18 Waters) com as dimensfes: 2,1 mm x 50 mm e tamanho de particula de 1,7 pm.
Aliquotas de 1,4 pL dos extratos foram injetadas automaticamente no cromatografo liquido de
ultra alta eficiéncia (Acquity UPLC® System, Waters). Usou-se gradiente ndo linear, sendo a
fase movel A, agua acidificada (pH 3,0) ajustada com &cido acético glacial e a fase mével B,
acetonitrila 100 %, e a vazdo das fases mdveis foi de 0,7 mL. min*. O gradiente iniciou-se
com 90 % da fase movel A e 10 % da fase movel B. Apds 8 minutos, atingiu-se 100 % de B,
retornando as condicdes iniciais aos 9 minutos. A temperatura da coluna manteve-se em 35
°C, com tempo de corrida de 10 minutos. Para a deteccdo das isoflavonas foi utilizado um
detector de arranjo de diodos (Waters) no comprimento de onda de 260 nm. Cada isoflavona
foi identificada por comparacdo dos tempos de retencdo e do espectro UV dos padrdes. A
quantificacdo foi feita por padronizagdo externa, utilizando como referéncia as curvas dos
padrdes de daidzina, glicitina, genistina, daidzeina, gliciteina, genisteina, acetil daidzina,
acetil glicitina, acetil genistina, malonil daidzina, malonil glicitina e malonil genistina. Os
resultados foram expressos em pumol de isoflavonas por g de amostra em base seca.

Os contetidos totais de isoflavonas das formas [-glicosidicas,

malonilglicosidicas e agliconas, além do total de isoflavonas em cada tempo de
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armazenamento do EA e do EN foram obtidos pela soma dos valores das isoflavonas

individuais correspondentes, em pumol. g*, em base seca.

2.6 Extracao dos compostos fendlicos totais

A extracdo dos compostos fendlicos totais foi realizada de acordo com Xu e
Chang (2007) com modificacdes. Foram agitados em mesa agitadora orbital (Marconi, MA
140 CFT) 0,5 g da amostra e 10 mL de solvente extrator (acetona: agua: acido acético, na
proporcéo de 70: 29,5: 0,5; v/v/v) durante trés horas. A suspensdo foi centrifugada (1160 g,
15 min) (Centrifuga 5804R — Eppendorf) e o sobrenadante foi filtrado (filtro Millex-HN, 0,45
pum). Esses extratos foram armazenados por uma semana a -18 °C para analises de fendlicos

totais e de capacidade antioxidante.

2.7 Determinacdo dos compostos fendlicos totais

Os compostos fendlicos totais foram quantificados pelo método de Folin-
Ciocalteau descrito por Kumazawa, Hamasaka e Nakayama (2004). A uma aliquota de 0,5
mL do extrato foram adicionados 0,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteau (0,9 N) e 0,5 mL de
carbonato de sodio 10 % (m/v). A mistura permaneceu em repouso por uma hora a
temperatura ambiente, e entdo a absorbancia foi lida a 760 nm em espectrofotdmetro
(BIOCHROM, Libra S22). A curva padrdo de acido galico foi construida em concentracdes
variando de 4 a 24 pg.mL™. Os resultados foram expressos como mg de equivalentes de acido

galico por grama de amostra (mg EAG. g), em base seca.

2.8 Medidas da capacidade antioxidante
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2.8.1 Capacidade de sequestrar radicais DPPH"

A capacidade de sequestrar radicais DPPH" (2,2 difenil-1-picrilhidrazil) dos
extratos fendlicos de soja foi determinada de acordo com Casagrande, Georgetti, Verri Jr.,
Borin, Lopez e Fonseca (2007). Foram misturados em tubo de ensaio, 1 mL de tampao acetato
de sodio 0,1 mol.L* (pH 5,5), 1 mL de etanol absoluto, 50 pL da amostra e 0,5 mL da soluc&o
etanolica de DPPH (250 pmol.L). A mistura foi mantida ao abrigo da luz por 15 minutos e
entdo procedeu-se a leitura da absorbancia a 517 nm em espectrofotdometro (BIOCHROM,
Libra S22). A curva padrdo de Trolox em concentragdes variando de 25 a 200 pg. mL™* foi
construida e os resultados foram expressos em pmol de equivalentes de Trolox por g de

amostra (umol ET.g?) em base seca.

2.8.2 Capacidade de sequestrar radical livre ABTS*™

A capacidade de sequestrar cation radical livre ABTS*" (2,2’- azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)) foi determinada de acordo com a metodologia descrita
por Sanchez-Gonzales, Jiménez-Escrig e Saura-Calixto (2005). Foram adicionados 10 pL da
amostra a 4 mL da solucdo do radical ABTS* e apos 6 minutos, a absorbancia a 730 nm foi
lida em espectrofotbmetro (BIOCHROM, Libra S22). Preparou-se uma curva padrdo de
Trolox com concentragdes variando de 0,75 a 10 mmol. mL™. Os resultados foram expressos

em pmol de equivalentes de Trolox por g de amostra (umol ET.g?) em base seca.

2.8.3 Método de reducéo do ferro (FRAP)
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A capacidade antioxidante avaliada pelo método de FRAP seguiu o
procedimento descrito por Sanchez-Gonzales et al. (2005). O reagente FRAP consistiu de 25
mL de tamp&o acetato 300 mmol.L? (pH 3,6), 2,5 mL de TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazina) 10
mmol.L"t em HCI 40 mmol.L! e 2,5 mL da solugdo de (FeCls . 6 H20) 20 mmol.L™. Para a
analise, foram misturados 30 pL do extrato da amostra, 70 puL de agua destilada e 900 pL do
reagente de FRAP recém preparado. A mistura permaneceu 30 minutos em banho-maria a 37
°C e a absorbancia a 595 nm foi lida em espectrofotdometro (BIOCHROM, Libra S22). A
concentracio de Trolox da curva padréo variou de 50 a 600 pumol.mL™. Os resultados foram

expressos em pmol de equivalentes de Trolox por g de amostra (umol ET.g™) em base seca.

2.9 Delineamento experimental e analise estatistica

Cada experimento de envelhecimento dos grdos de soja (acelerado ou
natural) foi repetido duas vezes e seguiu o delineamento inteiramente casualizado em
esquema de parcelas subdivididas, onde o tempo de envelhecimento foi o tratamento
principal e as cultivares o tratamento secundario. As andlises foram feitas em duplicata
em cada repeticdo dos experimentos. Os dados de cada anélise de cada experimento
foram submetidos a ANOVA e teste de comparacdo de médias de Tukey (p < 0,05).

Empregou-se o programa Sisvar 5.6 (Ferreira, 2014).

3. Resultados e Discussao

3.1 Teor de umidade dos graos

Quanto aos graos controle, a cultivar BRS 257 continha maior contetudo

de umidade que a BRS 284. Porém, durante o EA houve aumento da umidade nos gréos
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de ambas as cultivares, sendo que até o sétimo més o conteudo na BRS 257 foi superior
ao da BRS 284. Ja ao longo do EN, houve variacdo da umidade nas duas cultivares ao
longo do tempo (Tabela 1 e 2). O aumento no conteddo de umidade nos gréos do EA esta
de acordo com os resultados obtidos por Kamizake, Varéa et al. (2014), cujas condicdes
do EA foram 30 °C e 84 % UR. Segundo os autores, 0 aumento da umidade deve-se a
alta UR do meio em que os graos foram submetidos durante o armazenamento em estufa.
Ja a flutuacdo de umidade observada nos grdos no EN, ou seja, ganho ou perda de

umidade esta relacionado com a variacdo da UR do meio ambiente.

3.2 Atividade da B-glicosidase e alteracdes das isoflavonas

Comparando-se as cultivares, a atividade da B-glicosidase foi maior na BRS
257 ao longo de todo o periodo do EA, inclusive no controle (Tabela 1). O EA ndo resultou
em alterac@o na atividade da B-glicosidase na cultivar BRS 257, enquanto que na BRS 284
houve reducdo na atividade da enzima somente a partir do sétimo més de armazenamento em
relacdo ao controle. A atividade de B-glicosidase no EN foi maior na BRS 257 do que na BRS
284 somente no controle e aos 12 e 18 meses de armazenamento. Ao longo do EN nédo houve
alteracdo na atividade da enzima na BRS 284, mas na BRS 257 observou-se reducdo na
atividade somente no nono més de armazenamento (Tabela 3). A variacdo na atividade das
enzimas B-glicosidases entre diferentes cultivares de soja é atribuida a fatores genéticos
(Carrdo-Panizzi et al., 2000). Nao foram encontrados estudos sobre a atividade da f-
glicosidase com o envelhecimento da soja. Entretanto, ha relatos de reducdo na atividade de
outras enzimas (catalase, superoxido dismutase, peroxidase e ascorbato peroxidase)
durante o envelhecimento natural e acelerado em diversas condi¢bes, devido a
deterioracdo do sistema fisiologico dos grdos causada pelo envelhecimento (Sung et al.,

1995; Xin et al., 2014; Narayan et al., 1988).
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Quanto as isoflavonas totais, no controle, o contetido era menor na cultivar
BRS 284 do que na BRS 257 (Tabela 1). Em ambas as cultivares houve reducdo nos
contetdos durante 0 EA. Na BRS 257, houve uma reducdo de 1,2 vezes a partir do sétimo
més, mantendo-se estavel até o nono més. Na BRS 284 notou-se reducdo de 1,4 vezes ja no
primeiro més de armazenamento, e entdo nao se alterou até o final do armazenamento. No EN
(Tabela 2), ocorreu uma reducéo de 1,03 vezes na BRS 257 e de 1,24 vezes na BRS 284 aos
18 meses de armazenamento, significativa (p > 0,05) somente na BRS 284. O conteudo de
isoflavonas nos gréos de soja pode variar entre as cultivares e também com o ano e local
de cultivo, além de outros fatores ambientais (Lee et al., 2003; Kim et al., 2005; Avila et
al., 2012). Além disso, em geral, quanto maior o tempo de armazenamento em condigdes
naturais, maior a reducdo nos teores de isoflavonas totais na soja (Kim et al., 2005).
Avila et al. (2011) armazenaram 21 cultivares de soja por 180 dias em condicdes
ambientais e observaram reducdo nas isoflavonas totais ao longo do tempo. Porém,
dentre as cultivares, sete (entre elas a BRS 257) apresentaram aumento no conteddo de
isoflavonas, o que foi atribuido a uma possivel acdo de agentes ativos de reparo celular
destas cultivares.

Tanto nos controles como na soja envelhecida nas duas condigfes (EA e
EN) ndo foram encontradas as isoflavonas acetilglicosidicas, o que esta de acordo com alguns
relatos na literatura (Hou et al., 2002; Lee et al., 2003; Kim et al., 2005). Foi observado um
comportamento semelhante para as duas cultivares quanto as altera¢cdes das demais formas
das isoflavonas durante 0 EA e 0 EN (Tabelas 1 e 2).

A BRS 257 continha maior teor das isoflavonas malonilglicosidicas do que
a BRS 284 no controle. Nas duas cultivares observou-se reducédo destas isoflavonas durante o
EA ja a partir do primeiro més. Na BRS 257 controle as malonilglicosidicas representavam

67,3 % das isoflavonas totais e ap0s 0s nove meses de armazenamento notou-se reducdo de
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12,64 vezes, e assim passaram a representar somente 6,28 %. Na BRS 284 controle estas
formas representavam 67,61 % das isoflavonas totais e ao final do armazenamento passaram a
representar somente 5,43 %, (reducdo de 17,3 vezes). No EN notou-se reducdo menos
acentuada nestas formas de isoflavonas, sendo que ao final dos 18 meses de armazenamento
essas isoflavonas representavam 37,8 % das totais (reducdo de 1,8 vezes) na BRS 257,
enquanto que na BRS 284 esta forma representava 39,4 % (reducéo de 2,1 vezes).

No controle, a BRS 257 continha maior contetdo de isoflavonas f-
glicosidicas do que a BRS 284. Notou-se reducdo dessas formas em ambas as cultivares
durante 0 EA. Na cultivar BRS 284 a reducdo teve inicio a partir do quinto més de
armazenamento, e na BRS 257 a partir do sexto més (Tabela 1). Nos controles estas formas
representavam 29,88 % e 30,07 % das totais na BRS 257 e BRS 284, respectivamente, e ao
final do armazenamento representaram 5,06 % (reducédo de 6,96 vezes) na BRS 257 e 2,47 %
(reducdo de 16,9 vezes) na BRS 284. No EN observou-se comportamento oposto, houve
aumento nas isoflavonas das formas B-glicosidicas a partir do nono més para a BRS 257 e
do més 15 para a BRS 284. Ao final do armazenamento no EN as formas B-glicosidicas
representavam 54,87 % das isoflavonas totais na BRS 257 (aumento de 1,78 vezes) e
53,76 % na BRS 284 (aumento de 1,44 vezes).

As isoflavonas agliconas aumentaram tanto no EA quanto no EN
(Tabelas 1 e 2). O aumento no EA foi bastante acentuado, iniciando-se a partir do
terceiro més em ambas cultivares, sendo que no controle ndo havia diferenca entre elas.
No controle da BRS 257 as isoflavonas agliconas correspondiam a somente 2,95 % das
totais, chegando a 88,65 % no nono més (aumento de 25,4 vezes) e na BRS 284 as
agliconas correspondiam a 2,31 % das totais, atingindo 91,85 %, 0 que caracteriza um
aumento de 28,6 vezes. O aumento nas isoflavonas agliconas ao longo do EA indica que

houve a conversdo das formas glicosidicas para formas agliconas. A partir do terceiro
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més, o conteddo de isoflavonas agliconas foi maior na BRS 257, o que pode ser
decorrente da maior atividade da enzima B-glicosidase observada para esta cultivar
comparada a da BRS 284 em todos os tempos do EA (Tabela 1). Estes resultados estdo de
acordo com aqueles relatados por Hou et al. (2002), que observaram reduc¢do no contetdo
de isoflavonas malonilglicosidicas e B-glicosidicas e aumento no contetdo de agliconas
em armazenamento por 9 meses, 30 °C e 84 % UR. Os autores sugeriram que o aumento
das formas agliconas foi devido a hidrdlise das isoflavonas glicosidicas pelas enzimas -
glicosidases, no entanto os mesmos nao avaliaram a atividade da enzima.

Mesmo sem haver variagao na atividade da enzima B-glicosidase durante
0 EA (Tabela 1), esta enzima pode ter atuado na conversdo das isoflavonas das formas
glicosidicas em agliconas. Durante o envelhecimento ocorrem alteracdes nas membranas
lipidicas dos grdos, com perda de compartimentalizacdo celular (Marcos-Filho, 1999).
Esta desorganizacdo das células pode ter facilitado o contato entre a enzima e seus
substratos, favorecendo sua acédo e resultando no aumento das isoflavonas agliconas ao
longo do tempo. Segundo Hou et al. (2002) a alta temperatura, 0 aumento no contetdo de
umidade dos grdos e a reducdo no pH dos grdos também podem favorecer a acdo da
enzima. A reducdo no pH dos grdos ao longo do envelhecimento foi encontrada por
diversos autores, sendo considerada um parametro indicador de ocorréncia do
envelhecimento (Kamizake, Varéa, et al., 2014; Saio et al., 1980; Kong et al., 2008).

No EN a conversédo foi menor e o aumento nas formas agliconas foi de
2,4 vezes para a BRS 257 (em que as agliconas passaram a representar 7,31 % das
isoflavonas totais), e de 2,38 vezes para a BRS 284 (passando a representar 6,85 % das
totais) aos 18 meses (Tabela 2). Os resultados também estdo de acordo com outros
estudos em que ha aumento no contetdo de isoflavonas B-glicosidicas e, de forma menos

acentuada, nas formas agliconas durante armazenamento por periodos mais prolongados
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(de até 3 anos) sem controle de temperatura e UR (Hou et al., 2002; Kim et al., 2005; Lee
et al., 2003). O aumento no conteudo de isoflavonas glicosidicas durante o EN pode ser
devido a conversdo das formas malonilglicosidicas em suas formas [-glicosidicas por
meio de reagbes de desesterificacdo (Hou et al., 2002). Segundo Lee et al. (2003), as
variacdes de temperatura durante o armazenamento prolongado em condi¢des ambientais,
e também reacOes oxidativas, podem contribuir para a conversdao das formas
malonilglicosidicas em suas formas B-glicosidicas e agliconas correspondentes. Kim et
al. (2005) sugerem que variacdes na temperatura e umidade durante o armazenamento
prolongado em condicdo ambiental possam contribuir para alteracBes nos teores de
isoflavonas totais e de suas formas.

As alteracbes no conteudo e perfil de isoflavonas com o EA e o EN
podem ser distintas (Avila et al., 2012), pois provavelmente os danos as células ocorrem
de forma mais lenta e em menor extensdo durante o EN, quando comparado ao EA. Desta
forma, a agdo das enzimas [-glicosidases pode néo ter sido favorecida no armazenamento
em condi¢cdes ambientais como parece ter ocorrido no EA, o que € evidenciado por um
aumento menos acentuado no contedo de agliconas no EN comparado ao EA.

A deterioragdo dos grdos durante o envelhecimento é influenciada
principalmente pela temperatura e UR do ambiente, além do contetdo de umidade dos gréos,
sendo que a umidade dos grdos é o fator mais relevante (Saio et al., 1980). Desta forma,
explicam-se as diferencas entre 0 EA e 0 EN, pois, no EA os grdos foram submetidos & alta
temperatura e UR de forma constante e no EN, a temperatura e a UR variaram amplamente no
armazenamento conforme as estagdes do periodo, tornando o0 EN um processo mais ameno.
Lehner, Mamadou, Poels, Céme, Bailly e Corbineau (2008) advertem que, durante o

armazenamento nas condi¢fes natural e acelerada, os mecanismos de envelhecimento dos
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grdos podem néo ser idénticos, razdo pela qual é importante estudar o envelhecimento em
diferentes condicdes de tempo e UR para elucida-los.

Ha indicios de que as isoflavonas agliconas sejam absorvidas mais
rapidamente e em maior quantidade do que suas formas glicosidicas pelo organismo, e que
das formas agliconas, a genisteina é absorvida de forma mais eficiente do que a daidzeina
(Izumi et al., 2000). Portanto, a soja envelhecida, apesar de ter a qualidade prejudicada tanto
como semente quanto como ingrediente de alimentos, é uma fonte de isoflavonas agliconas.
Considerando as duas cultivares, notou-se neste estudo um contetdo médio de genisteina
superior ao de daidzeina de 1,9 vezes no EA e 1,4 vezes no EN (Tabelas 3 e 4). Assim, a soja
velha além de ser fonte de agliconas, apresenta prevaléncia da genisteina. Ha estudos que
indicam que a genisteina possui atividade antitumoral in vitro e in vivo, e maior atividade
antioxidante do que a daidzeina (Suzuki et al., 2002; Arora, Nair & Satrasburg, 1998).

Durante 0 EA e 0 EN, observaram-se, em geral, maiores teores de daidzina,
genistina, malonil daidzina e malonil genistina na BRS 257 do que na BRS 284 (Tabelas
3 e 4). No EA, a glicitina foi encontrada no controle de ambas as cultivares, no primeiro
e terceiro més de armazenamento da BRS 284, e no terceiro més da BRS 257, enquanto
que no EN ndo ocorreram alteracdes. A partir do oitavo més de armazenamento do EA a
isoflavona malonil daidzina deixou de ser encontrada na BRS 284. A isoflavona
daidzeina ndo foi encontrada no controle da BRS 284. A isoflavona gliciteina néo foi
encontrada em ambas as cultivares até o segundo més do EA, sendo que nos demais
meses ndo houve diferenca entre as cultivares. Ja no EN a isoflavona gliciteina néo foi

encontrada em ambas as cultivares durante todo o periodo de armazenamento.

3.4 Compostos fenolicos totais e capacidade antioxidante
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O teor de compostos fenolicos totais na BRS 257 foi maior do que na BRS
284 em todos os tempos de armazenamento do EA, exceto no controle, no qual nas cultivares
ndo diferiram (Tabela 5). Observou-se um aumento significativo (p < 0,05) de 19,6 % aos
nove meses de armazenamento da BRS 257. No EN (Tabela 5) ndo houve alteracdo em ambas
as cultivares. Kamizake, Varea et al. (2014) observaram aumento de contetdo de fendlicos
totais em grdos de duas cultivares convencionais tanto no EA (30 °C, 84 % UR, 9 meses)
quanto no EN (temperatura e UR ambiente) diferente do observado no presente trabalho, o
que pode ser devido & maior UR do EA empregada no referido estudo. Entretanto, Avila et al.
(2012) em estudo de qualidade fisioldgica de soja armazenada a 41 °C, 100 % UR por 48 h
observaram um aumento desses compostos no periodo de até aproximadamente 36 horas de
armazenamento, seguido por um declinio até o final do periodo. Também notaram diferenca
entre as trés cultivares convencionais de soja estudadas, que foi atribuida a caracteristicas
genéticas das cultivares.

Quanto a capacidade antioxidante avaliada por FRAP (Tabela 5) notou-se,
no EA, aumento aos oito e nove meses de armazenamento na BRS 257 (aumento de 35,3 %) e
no nono més da BRS 284 (aumento de 32,79 %). Porém, ndo houve alteracdo durante o EN
em ambas as cultivares. Por outro lado, quando empregaram-se 0s métodos de capacidade de
sequestrar radicais DPPH" ou de sequestrar radical livie ABTS™ néo foi observada alteragdo
durante o EA e 0 EN em ambas as cultivares.

Em ambas as cultivares, nos ultimos dois meses de armazenamento do EA
notou-se um aumento concomitante do conteudo de compostos fendlicos totais
(aproximadamente 19,5 %, apesar de ndo significativa (p > 0,05) na BRS 284) e da
capacidade antioxidante por FRAP (aproximadamente 34 %). Correlacdo entre o teor de
compostos fenolicos totais (em soja e produtos derivados) e a capacidade antioxidante, além

da correlagcdo entre o teor de isoflavonas totais e a capacidade antioxidante tem sido



76

demonstrada (Barbosa et al., 2006; Xu, Yuan, et al., 2007). Niamnuy et al. (2011) constataram
que a capacidade antioxidante por FRAP teve uma maior correlacdo com o conteldo de
isoflavonas na soja do que a capacidade antioxidante por DPPH, assim como Ma e Huang
(2014) que observaram uma maior correlacdo entre os contetdos das isoflavonas agliconas e a
capacidade antioxidante por FRAP do que para a capacidade antioxidante por DPPH em
extrato aquoso de soja. As isoflavonas representam aproximadamente 72 % dos fenolicos
totais da soja (Kim, Kim, Hahn & Chung, 2005), assim 0 aumento na capacidade antioxidante
por FRAP durante o EA observado no presente estudo pode estar relacionado tanto com o
aumento no teor de isoflavonas agliconas quanto com o aumento no teor de compostos
fendlicos totais.

Lee e Cho (2012) observaram reducédo na capacidade de sequestrar o radical
livie ABTS" ¢ de radicais DPPH' em soja preta convencional armazenada em condigdes
naturais apds dois anos, e atribuiram esta reducdo a uma possivel degradacao das isoflavonas
e antocianinas presentes nos grdos estudados. Ja Avila et al. (2012) notaram aumento na
capacidade de sequestrar o radical livre ABTS™ com o envelhecimento acelerado por 48 h
(41 °C, 100 % UR) em soja convencional, diferentemente do observado neste trabalho,
possivelmente devido a diferenca nas condi¢cdes de armazenamento. A utilizacdo de um Unico
método de avaliacdo da capacidade antioxidante ndo permite a ampla avaliacdo de todos os
compostos antioxidantes presentes em uma amostra, uma vez que os resultados expressos por
um dado método estdo relacionados com as condi¢cdes especificas do ensaio, 0s radicais
empregados, assim como com 0S compostos antioxidantes e caracteristicas
hidrofobicas/hidrofilicas da amostra (Huang, Ou & Prior, 2005; Xu, Yuan & Chang, 2007;
Slavin et al., 2009). Dessa forma, as diferencas entre os resultados obtidos pelos trés métodos

podem estar relacionadas a seus principios de avaliagéo.
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Conclusoes

Durante o EA e 0 EN de ambas as cultivares ocorrem alteracdes nos
conteudos e formas das isoflavonas. Nao ha alteracdo na atividade das enzimas J-
glicosidases, significando que estas podem continuar atuando na conversdao das
isoflavonas B-glicosidicas em agliconas durante o envelhecimento. O envelhecimento
acarreta em aumento significativo de agliconas, assim, a soja velha pode ser fonte destas
isoflavonas, especialmente a genisteina. As cultivares BRS 284 (convencional) e a BRS
257 (sem lipoxigenases) apresentam padrdo de comportamento semelhante ao longo do
envelhecimento natural e acelerado. Assim, a auséncia das lipoxigenases L1, L2 e L3 ndo

influencia nas alteracdes dos componentes estudados.
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Tabela 1 — Umidade, atividade da B-glicosidase e isoflavonas totais de sojas BRS 257 e 284 submetidas ao Envelhecimento Acelerado.

84

Cultivares

Tempo de Armazenamento (meses)

Controle 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Umidade (%)
BRS 257 10,12 +£0,224¢ 11,84 + 0,27 A 12,52 +0,427> 11,89 +0,38Ac 13,52 £ 0,27 42 11,44 + 0,254 13,34 £0,3272 13,54 +0,397* 11,73 +0,984d 12,32 +£ 0,43 Ab¢
BRS 284 8,51 +0,228f 10,79 + 0,33 Bde 10,69 £0,228% 10,39 + 0,32 8¢ 12,19 + 0,20 Bbe 11,04 + 0,38 Bd 12,12 + 0,09 Bbe 12,85+ 0,48 B2 11,81 +0,82A¢ 12,43 £ 0,66 A
Atividade de B-glicosidase (UA.g™)

BRS 257 0,15 +£ 0,008 A 0,15 + 0,005 42 0,15+0,0142 0,15+0,005% 0,15+ 0,008 42 0,14 £0,00542 0,14 + 0,003 A2 0,14 £0,003%2 0,14 £ 0,008 42 0,15 +£ 0,008 A

BRS 284 0,12 + 0,003 B 0,13 +0,01B2 0,13 £0,0048% 0,12 +0,0018% 0,11 + 0,001 Babe 0,11 +0,0018% (0,11 +£0,0015% 0,10+0,0018 0,10+ 0,003B% 0,10 + 0,002 B
Isoflavonas totais

BRS 257 6,76 + 0,09 42 5,95 + 0,04 Ab 5,87 £0,324° 6,44 + 0,38 A® 6,08 + 0,57 A% 592 +0,264% 6,01 +0,164% 5,73 £0,374° 5,82 +0,194° 5,73 £0,504

BRS 284 5,62 +0,30 82 4,59 +0,17BP 3,99 +0,198b 4,53 +0,11BP 4,03 £0,27 8P 4,22 +0,11Bb 4,34 +0,07BP 4,01 +0,08B° 4,10+0,16B° 4,05+0,1768b

Malonil glicosidicas totais
BRS 257 4,55 + 0,034 3,250,034 2,78 £0,104¢ 2,38 40,1744 1,79+0,10%¢ 1,34 £ 0,08 Af 1,05 + 0,03 A9 0,76 + 0,06 Ad" 0,51 £ 0,01 AN 0,36 £0,07 A
BRS 284 3,80 £0,2082 2,76 +0,128° 2,01 +£0,098¢ 1,76 + 0,06 B¢ 1,31 +0,06 84 1,05+0,03B% 0,82 + 0,02 Bef 0,61+0,024%9 0,36 + 0,024 0,22 +0,0094"
B-glicosidicas totais

BRS 257 2,02 £0,094¢ 213 +0,054% 2,18 £ 0,22 A 2,48 £ 0,204 2,11 +£0,134b 1,59 + 0,06 Acd 1,16 + 0,05 Ade 0,74 £ 0,07 Aef 0,39 +£ 0,01 Af 0,29 + 0,02 Af

BRS 284 1,69 +0,13B® 1,54 +0,05 B 1,40 £ 0,088  172+0,0482 1,24 +0,10 B 1,04 + 0,02 B« 0,72 +0,028Bde 0,44 + 0,02 Bef 0,18 £ 0,01 Af 0,10 £ 0,02 Af
Agliconas totais

BRS 257 0,20 + 0,004 Ah 0,56 + 0,02 A" 0,90 + 0,02 A" 1,58 + 0,04 Afg 2,17 + 0,35 Aef 2,99 + 0,14 Ade 3,79+ 0,16 A« 4,23 + 0,24 Abe 4,92 +0,19 A 5,08 +£ 0,43 42

BRS 284 0,13+0,00249 0,30 +£ 0,01 A% 0,58 + 0,02 Afo 1,04 + 0,04 Bef 1,47 +0,1] Bde 2,13 +0,108B« 2,80 + 0,06 Bbe 2,96 +0,098%c  356+(,148® 3,72+0,208

Valores representam média de duas determinacg@es em cada repeticdo do experimento (n = 4) + desvio padréo.
Médias na mesma coluna, seguidas de letras maidsculas diferentes e na linha, acompanhadas de letras mindsculas diferentes, indicam diferenga significativa (p < 0,05) em cada
parametro.
Teor de umidade expresso em g.100 g1; Atividade de B-glicosidase expressa em UA.g!; Teores de Isoflavonas expressos em pmol.g-!
Resultados expressos em base seca, exceto umidade.
Controle: 4 °C e 66 % UR. Envelhecimento Acelerado: até 9 meses, 30 °C e 78 + 2 % UR.
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Tabela 2 — Umidade, atividade da B-glicosidase e isoflavonas totais de sojas BRS 257 e 284 submetidas ao Envelhecimento Natural.

Tempo de Armazenamento (meses)

Cultivares Controle 3 6 9 12 15 18
Umidade (%)
BRS 257 10,12 + 0,22 A% 8,26 + 0,32 Abcd 8,11 £ 0,254« 9,90 % 0,17 Aabe 10,70 £ 00,2542 7,20 0,36 A4 10,21 +£ 0,367
BRS 284 8,51 + 0,22 Babed 7,65+ 0,30 Ad 7,79 £ 0,144 9,72 + 0,09 Aabe 10,25 + 0,22 Aa 8,23 + 0,35 Abed 10,17 + 0,40 A2
Atividade de B-glicosidase (UA.g™)
BRS 257 0,15 £ 0,008 A 0,13 £ 0,002 A® 0,13 £ 0,005 A® 0,12 + 0,004 A0 0,14 + 0,003 A% 0,13 £ 0,003 A® 0,14 + 0,004 A®
BRS 284 0,12 +0,003 B2 0,12+0,0142 0,12 +£0,00142 0,12 +£0,00342 0,12 + 0,007 B2 0,12 +£0,00242 0,12 + 0,006 B2
Isoflavonas totais
BRS 257 6,76 £ 0,09 42 6,87 £ 0,202 6,67 £ 0,172 6,77 £ 0,53 A2 6,59 + 0,14 A2 6,78 +£ 0,40 A2 6,56 + 0,352
BRS 284 5,62 0,305 4,66 + 0,21 Bbe 4,54 +0,15Bbc 5,00 +£ 0,37 B 4,28 +0,10B¢ 4,62 + 0,19 Bbe 4,52 + 0,10 Bbe
Malonil glicosidicas totais
BRS 257 4,55+ 0,034 4,40 £0,1242 3,99 £ 0,084 3,46 £ 0,26 A¢ 3,03 £0,074d 2,91 +0,184d 2,48 £0,194¢
BRS 284 3,80 £0,2082 3,20+ 0,168 2,94 + 0,09 Bre 2,75+ 0,20B¢ 2,05 + 0,04 Bde 2,12 +0,108d 1,78 £ 0,03 Be
B-glicosidicas totais
BRS 257 2,02 £ 0,094¢ 2,23 +£0,09A¢ 2,44 +0,09 A° 3,02 £0,254° 3,22 £ 0,07 A 3,44 £ 0,22 A 3,60 £ 0,184
BRS 284 1,69 + 0,13 Bbe 1,36 £ 0,07 B¢ 1,47 0,06 B¢ 2,06 £ 0,16 B® 2,02 +0,08 B 2,25 +0,09 B2 2,43+0,0882
Agliconas totais
BRS 257 0,20 + 0,004 Ad 0,24 + 0,006 A« 0,24 +0,01 A« 0,28 + 0,01 A¢ 0,35 +0,014° 0,43 + 0,003 A 0,48 £ 0,014
BRS 284 0,13 + 0,002 B 0,11 +0,02Bd 0,13 +0,018d 0,20 + 0,02 B¢ 0,21 + 0,003 Bbe 0,25+ 0,028 0,31+0,0188

Valores representam média de duas determinacgdes em cada repeticdo do experimento (n = 4) + desvio padréo.

Médias na mesma coluna, seguidas de letras maidsculas diferentes e na linha, acompanhadas de letras mindsculas diferentes, indicam diferenca significativa (p < 0,05) em cada
parametro.

Teor de umidade expresso em g.100 g1; Atividade de p-glicosidase expressa em UA.g!; Teores de Isoflavonas expressos em pumol.g-!

Resultados expressos em base seca, exceto umidade.
Controle: 4 °C e 66 % UR. Envelhecimento Natural: até 18 meses, temperatura e UR ambiente (variagdo: 12 a 344 °C e 24 a 86 % UR).
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Tabela 3 — Perfil de isoflavonas das sojas BRS 257 e 284 submetidas ao Envelhecimento Acelerado.

Tempo de Armazenamento (meses)

Cultivares Controle 1 2 3 4 5 6 7 8 9
B-Glicosidicas
Daidzina
BRS 257 0,74 + 0,00542 0,89 + 0,017 0,90 + 0,194 0,93 +0,09%2 0,90 +0,0742 0,70 + 0,03Aa0 0,52 + 0,014k 0,34 + 0,04Acd 0,19 + 0,003Ad 0,14 + 0,00Ad
BRS 284 0,45 + 0,038 0,38 + 0,028 0,38 + 0,038 0,42 +0,0182 0,35 + 0,045 0,31 +0,01B2 0,22 + 0,006B2bc 0,13 + 0,0003B¢¢ 0,008¢ 0,008¢
Glicitina
BRS 257 0,34 +0,0482 0,008 0,00 Ab 0,33 +£0,0542 0,00 Ab 0,00Ab 0,00Ab 0,00Ab 0,00Ab 0,00Ab
BRS 284 0,38 + 0,08 A2 0,25 + 0,03 A° 0,00 Ad 0,32 +0,04 A0 0,00 Ad 0,00Ad 0,00 Ad 0,00 Ad 0,00 Ad 0,00 Ad
Genistina
BRS 257 0,93 +0,08 A0 1,23 + 0,044 1,28 + 0,04 A 1,21 + 0,08 A2 1,20 + 0,06 A2 0,89 + 0,03 AP 0,63 +0,034¢ 0,40 + 0,03 Ad 0,20 + 0,008 Ade 0,14 + 0,007 Ae
BRS 284 0,86 + 0,02 A 0,90 + 0,03 Bab 1,01 + 0,05 Ba 0,97 + 0,03 Ba 0,89 + 0,06 Bab 0,73 +0,018b 0,50 + 0,01 B¢ 0,31 + 0,003 Acd 0,18 + 0,01 Ade 0,10 + 0,02 Ae
Malonil glicosidicas
Malonil Daidzina
BRS 257 1,70 £ 0,02 A2 1,21 £ 0,02 A0 1,02 +0,05A0 0,81 +0,084¢ 0,63 + 0,05 Acd 0,44 + 0,06 Ade 0,35 + 0,006 Aef 0,23 + 0,03 Afg 0,14 + 0,003 A9 0,11 +0,01 A9
BRS 284 0,88 + 0,05 Ba 0,58 + 0,03 BP 0,42 + 0,04 Bbe 0,34 + 0,04 Bed 0,28 + 0,04 Bede 0,21 + 0,02 Bde 0,14 + 0,005 Bdef 0,10 + 0,01 Bef 0,00 Bf 0,00 Bf
Malonil Glicitina
BRS 257 0,36 + 0,06 B2 0,00 Be 0,00 A¢ 0,18 +0,024b 0,00 A¢ 0,00 4¢ 0,00 A¢ 0,00 A¢ 0,00 A¢ 0,00 A¢
BRS 284 0,57 0,112 0,33 +£0,04Ab 0,00 Ad 0,19 +0,02 A¢ 0,00 Ad 0,00Ad 0,00 Ad 0,00 Ad 0,00 Ad 0,00 Ad
Malonil Genistina
BRS 257 2,48 + 0,03 A2 2,04 £0,04A0 1,77 £ 0,07 A¢ 1,40 + 0,08 Ad 1,16 + 0,05 Ae 0,90 + 0,04 Af 0,70 + 0,02 Afg 0,53 + 0,03 Agh 0,36 + 0,009 Ahi 0,28 +0,01 A
BRS 284 2,35+ 0,08 Ba 1,84 + 0,07 B° 1,59 + 0,08 B¢ 1,22 + 0,02 Bd 1,03 + 0,04 Bde 0,84 + 0,009 Aef 0,67 + 0,01 Afe 0,51 + 0,005 Ash 0,36 + 0,02 Ani 0,22 + 0,009 A
Agliconas
Daidzeina
BRS 257 0,08 + 0,004 A9 0,27 +0,01 Af9 0,41 + 0,01 A0 0,66 + 0,02 Aef 0,94 + 0,12 Ade 1,21 + 0,07 A« 1,57 + 0,10 Abe 1,71 + 0,13 Adb 1,97 + 0,03 Asb 2,05 + 0,24 A2
BRS 284 0,00Ad 0,11 + 0,01 Acd 0,18 + 0,01 Acd 0,31 +0,028B0cd (39 + 0,09 Bocd 0,56 + 0,03 Babe 0,71 + 0,03 Bab 0,74 + 0,02 Bab 0,91 + 0,06 B2 0,94 + 0,08 Ba
Gliciteina
BRS 257 0,00Ab 0,00Ab 0,00 Ab 0,08 +£0,01 4 0,08 +£ 0,03 AP 0,15 + 0,06 A 0,12 + 0,007 Ab 0,15+ 0,03 A0 0,46 + 0,214 0,38 + 0,09 A2
BRS 284 0,00Ad 0,00 Ad 0,00 Ad 0,05 + 0,02 Acd 0,00Ad 0,14 + 0,03 Acd 0,19 + 0,03 Acd 0,21 + 0,06 Abte 0,41 +0,07 72 0,40 + 0,05 A%
Genisteina
BRS 257 0,12 + 0,002 Af 0,30 + 0,01 Aef 0,49 + 0,01 Aef 0,84 + 0,01 Ade 1,15 + 0,22 A« 1,63 + 0,05 Abe 2,10 + 0,06 A 2,37 £0,09 42 2,48 + 0,05 42 2,65+ 0,124
BRS 284 0,13 + 0,002 7 0,19 + 0,009 #¢ 0,40 + 0,01 7e 0,68 + 0,02 Ade 1,08 + 0,02 Acd 1,43 + 0,04 Abe 1,91 + 0,02 Agb 2,01 +0,05Ba 2,23 + 0,024 2,38 +0,11 B2

Valores representam média de duas determinacdes em cada repeticdo do experimento (n = 4) + desvio padrao.

Médias na mesma coluna, seguidas de letras maitsculas diferentes e na linha, acompanhadas de letras mintsculas diferentes, indicam diferenga significativa (p < 0,05) em cada
parametro. Teores de Isoflavonas expressos em pumol.g*. Resultados expressos em base seca. Controle: 4 °C e 66 % UR.

Envelhecimento Acelerado: até 9 meses, 30 °C e 78 = 2 % UR.



87

Tabela 4 — Perfil de isoflavonas das sojas BRS 257 e 284 submetidas ao Envelhecimento Natural.

Cultivares Tempo de Armazenamento (meses)

Controle 3 6 9 12 15 18
B-Glicosidicas
Daidzina
BRS 257 0,74 £0,005% 0,80 = 0,03 Ade 0,89 £ 0,01 Ad 1,15+ 0,104¢ 1,22 + 0,04 Ae 1,28 + 0,07 A 1,38+ 0,054
BRS 284 0,45 + 0,03 Bbe 0,35+ 0,028¢ 0,39 £ 0,009 Be 0,52 £+ 0,04 Bab 0,50 + 0,02 Bab 0,57 £ 0,038 0,61 +0,028a
Glicitina
BRS 257 0,34 £ 0,04 A= 0,38 £ 0,03 A2 0,38 £ 0,06 A2 0,40 £ 0,07 A2 0,35+ 0,04 A2 0,45 £ 0,06 A2 0,39+0,124
BRS 284 0,38 + 0,08 A 0,31 £ 0,04 A2 0,29 + 0,06 A2 0,45 £ 0,07 A2 0,27 £ 0,06 A2 0,40 £ 0,08 A2 0,38 £ 0,03 A2
Genistina
BRS 257 0,93 £ 0,08 Af 1,05 + 0,06 #¢ 1,16 + 0,02 Ad 1,48 + 0,09 A¢ 1,64 +0,034p 1,71 £ 0,094p 1,83+0,03%
BRS 284 0,86 + 0,02 Bd 0,70 £ 0,03 B¢ 0,79 £ 0,02 Bde 1,09 + 0,06 B¢ 1,24 + 0,028 1,28 + 0,078 1,44 + 0,025
Malonil glicosidicas
Malonil Daidzina
BRS 257 1,70 £ 0,027 1,55 + 0,054 1,42 + 0,02 A¢ 1,21 +0,11Ad 1,03 + 0,044 0,98 + 0,06 ~¢ 0,86 + 0,04 Af
BRS 284 0,88 + 0,05 B2 0,73 £0,048b 0,66 + 0,02 Bbe 0,60 £ 0,05 8¢ 0,46 £ 0,02 8d 0,46 + 0,02 Bd 0,34 £ 0,078
Malonil Glicitina
BRS 257 0,36 + 0,06 B2 0,50 £ 0,04 A2 0,44 £ 0,06 A2 0,40 £ 0,054 0,30 £ 0,04 A2 0,34 £ 0,04 A2 0,26 £ 0,11 4
BRS 284 0,57 £ 0,114 0,47 £ 0,05 Aab 0,44 + 0,03 Aabe 0,46 £ 0,08 Aabe 0,17 £ 0,01 4¢ 0,34 + 0,07 Aabe 0,24 + 0,05 Abe
Malonil Genistina
BRS 257 2,48 £ 0,034 2,35+ 0,054 2,12 £ 0,024 1,85+ 0,124d 1,70 £ 0,014 1,58 + 0,09 Af 1,42 +0,0249
BRS 284 2,35+ 0,088 1,99 + 0,09 Bb 1,84 + 0,05 B¢ 1,69 + 0,09 Bd 1,43 + 0,04 B¢ 1,32 + 0,05 &f 1,19+ 0,01 89
Agliconas
Daidzeina
BRS 257 0,08 £0,004A¢ 0,10 = 0,004 Ad 0,11 £0,01Ad 0,13+£0,0094¢ 0,17 £ 0,01 Ave 0,21 £0,0064® 0,23 + 0,024
BRS 284 0,00 8¢ 0,03 +£0,0088% 0,05+ 0,018 0,09 £ 0,02 Bab 0,07 £0,0038®» (0,08 + 0,02 B2 0,11+0,018
Genisteina
BRS 257 0,12 £0,0028" 0,13 £ 0,001 ¢ 0,13 £ 0,003 #¢ 0,15 £ 0,005 Ad 0,18 £ 0,006 ~¢ 0,22 £ 0,008 A0 0,24 £ 0,005 A2
BRS 284 0,13+£0,0024¢ 0,08 £ 0,001 B¢ 0,08 + 0,004 Be 0,11 £ 0,003 Bd 0,13 £ 0,003 Be 0,16 £ 0,007 Bd 0,20 £ 0,001 B2

Valores representam média de duas determinagdes em cada repeticdo do experimento (n = 4) £ desvio padréo.

Médias na mesma coluna, seguidas de letras mailsculas diferentes e na linha, acompanhadas de letras minusculas diferentes, indicam diferenca significativa (p < 0,05) em
cada parametro.

Teores de Isoflavonas expressos em pumol.g™*

Resultados expressos em base seca.

Controle: 4 °C e 66 % UR. Envelhecimento Natural: até 18 meses, temperatura e UR ambiente (variacdo: 12 a 34,4 °C e 24 a 86 % UR)
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Envelhecimento Acelerado (EA)

Cultivares

Tempo de Armazenamento (meses)

Controle 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Compostos Fenolicos Totais (mg EAG.g™)
BRS 257 2,86 +0,154° 3,02 0,09 A® 3,04 +£0,10 A% 3,10 £ 0,11 A 3,18 £ 0,04 A® 3,09 £0,23A® 3,37 £0,04A® 3,37 £ 0,114 3,14 £0,23A® 3,42+0,104
BRS284 2,61+0,15% 2,70 +£0,09 82 2,63 +£0,04 82 2,68 +£0,1082 2,80 +£0,058B2 2,84 £0,0742 2,84 +£0,08B2 2,99 +0,09 82 3,10+0,1342 3,12+0,0482
FRAP (uMol Equivalentes de Trolox.g)
BRS 257 8,44 + 0,29 A« 8,23 + 0,59 A« 8,15+ 0,754 8,90 + 0,17 A« 8,60 + 0,13 A« 8,77 £ 0,51 A« 9,33 + 0,66 A 10,28 +£0,47A%¢ 1184 +0,7142 11,42 +0,514®
BRS?284  7,93+0,46"° 8,01 +£0,284° 7,680,377 7,37+ 0,665 7,57+£0,328° 7,72+£0,845° 7,53 +0,435° 8,20 £ 0,765 9,16 +0,795%% 10,53 +0,3742
ABTS" (uMol Equivalentes de Trolox.g™)
BRS257 40,47 +2,79%% 43,67 +3,53%%  40,79+2,76%%  4526+1,90% 44,26 + 0,992 45,25 + 4,464 49,89 + 1,264 50,91 +1,634%  4935+2,994% 46,48 +£3,7342
BRS284  32,96+4,03%  3591+2,09%  3346+165” 3510+1,82B2 3161+237" 34,40 + 3,735 34,45 + 3,98 B2 3449+2,188  40,02+1,014 36,77 £1,9443
DPPH: (uMol Equivalentes de Trolox.g™)
BRS257  4,73+0,324 4,49 +0,2882 4,37 10,2482 4,84 + 0,054 4,56 + 0,124 4,77 0,494 4,67 £ 0,264 5,12 0,294 5,16 + 0,284 5,45 10,374
BRS284  532+0,21% 5,48 £ 0,372 5,35+ 0,34 42 512 +0,234 4,98 + 0,27 A2 5,26 + 0,102 5,00 +0,1842 5,28 + 0,27 A2 5,67 +£ 0,222 5,47+ 0,294
Envelhecimento Natural (EN)
Cultivares Tempo de Armazenamento (meses)
Controle 3 6 9 12 15 18
Compostos Fendlicos Totais (mg EAG.gY)
BRS 257 2,86 0,154 2,75+0,1242 3,05+0,054 3,00 £0,1442 2,94 +0,1842 2,91 +0,104 3,05+0,0672
BRS 284 2,61+0,158 2,69 £0,0442 2,56 +£0,108 2,680,128 2,73+0,05B 2,750,077 2,68 0,098
FRAP (uMol Equivalentes de Trolox.g?)
BRS 257 8,44 £0,294 7,84 + 0,54 A2 8,33+0,124 8,09 + 0,612 8,23+ 0,524 8,15+ 0,652 8,20 £ 0,732
BRS 284 7,93 +£0,464 8,16 + 0,38 "¢ 8,48 + 0,204 8,44 + 0,56 A 8,09 + 0,284 7,74 + 0,557 7,96 + 0,574
ABTS* (uUMol Equivalentes de Trolox.g™)
BRS 257 40,47 £ 2,794 41,14 +3,014 42,84 + 1,344 44,40 2,964 44,98 + 4,49 42 44,16 + 2,86 45,36 + 1,564
BRS 284 32,96 4,038 31,10 +1,758 33,74 £2,1352 34,46 + 2,99 B2 32,81 £3,1252 35,68 + 4,55 B2 31,57 + 3,50 B2
DPPH- (uMol Equivalentes de Trolox.g™)
BRS 257 4,73 £0,32B2 4,62 £0,288B2 4,56 +0,29B2 4,80+0,128 4,54 +0,3982 4,84 +0,0782 4,82+0,188
BRS 284 532+0,2142 553+0,1742 5,91 +0,2642 5,77 £0,3742 6,01 +0,1743 5,69 + 0,134 5,84 +£ 0,344

Valores representam média de duas determinacgdes em cada repeticdo do experimento (n = 4) + desvio padréo.
Médias na mesma coluna, seguidas de letras mailsculas diferentes e na linha, acompanhadas de letras minGsculas diferentes, indicam diferenga significativa (p < 0,05) em cada
parametro.

Compostos fenolicos totais expressos em mg EAG.g!; Resultados das analises de FRAP, ABTS e DPPH expressos em uMol de Equivalentes de Trolox.g?.

Resultados expressos em base seca.
Controle: 4 °C e 66 % UR. Envelhecimento Acelerado: até 9 meses, 30 °C e 78 + 2 % UR. Envelhecimento Natural: até 18 meses, temperatura e UR ambiente (varia¢do: 12 a 34,4 °C
e 24 a 86 % UR).
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6.2 ARTIGO CIENTIFICO Il

Oxidagdao lipidica e altera¢gdes nos carboidratos no envelhecimento em cultivares de

soja com e livre de lipoxigenases.

Artigo redigido para submissao conforme normas do periddico cientifico Food Chemistry.
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Oxidacao lipidica e alteracdes nos carboidratos no envelhecimento em cultivares de soja com e

livre de lipoxigenases.

Resumo:

Avaliaram-se as alteracGes nas concentracdes de malonaldeido e hexanal, a atividade das enzimas
lipoxigenases e a-galactosidase e o contetdo de carboidratos em duas cultivares de soja, com e sem
as enzimas lipoxigenases, durante envelhecimento natural (até 18 meses, temperatura e umidade
relativa ambientes) e acelerado (até 9 meses, 30 °C e 78 % umidade relativa). Um controle foi
mantido a 4 °C e 60 % umidade relativa. O envelhecimento acelerado resultou em aumento de
hexanal nos grdos de ambas as cultivares e reducdo da atividade de lipoxigenases na soja
convencional. As duas condicdes de envelhecimento ndo ocasionaram, no geral, alteracdo nos
teores de malonaldeido, porém reduziram a atividade da a-galactosidase e o conteido de
oligossacarideos e aumentaram 0s monossacarideos em ambas as cultivares. A auséncia das

lipoxigenases ndo protegeu os grdos da cultivar BRS 257 do envelhecimento.

Palavras-chave: Oligossacarideos, Rafinose, Estaquiose, Hexanal, Malonaldeido, Cor.

1. Introducéo

A soja é uma importante commodity no mercado mundial, representando uma
substancial parcela das exportacfes de graos dos Estados Unidos, Brasil e Argentina (USDA, 2017).
Isso deve-se, em parte, a sua composi¢do quimica, pois o grao contém, em média, 20 % de lipideos,
40 % de proteinas e 35 % de carboidratos, o que permite que a soja tenha uma infinidade de
possiveis usos. Os principais carboidratos sollveis nos grdos sdo o dissacarideo sacarose e 0S

oligossacarideos estaquiose e rafinose. Como 0s seres humanos nao possuem em seu trato digestivo
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a enzima a-galactosidase (EC 3.2.1.22), que hidrolisa as ligacdes o(1,6) galactosidicas, os
oligossacarideos intactos ndo sao absorvidos. Assim, estes acucares sdo fermentados por
microrganismos anaerébios no intestino grosso conduzindo a flatuléncia e desconforto aos
consumidores. Portanto, a reducdo destes oligossacarideos € desejavel para aumentar a
aceitabilidade da soja e seus derivados (Liu, 1997; Viana et al., 2005, Wang, Chen & Zhang, 2014;
Karr-Lilienthal, Kadzere, Grieshop & Fahey Jr, 2005) e também comercializacdo, uma vez que
aumentaria o consumo.

A soja contém a enzima lipoxigenase (EC 1.13.11.12) em trés isoformas,
denominadas de L1, L2 e L3, que catalisam a hidroperoxidacdo de acidos graxos poliinsaturados
que contenham uma ligacdo cis, cis-1,4-pentadieno conjugada (principalmente o acido linoleico),
gerando compostos volateis que conferem aroma e sabor indesejavel (beany flavor) a soja, dos
quais o principal é o aldeido hexanal (Matoba, Hidaka, Narita, Kitamura, Kaizuma & Kito, 1985).

Durante transporte ou armazenamento por tempo prolongado, a soja passa por
uma série de reacfes bioquimicas que resultam na deterioracdo dos grdos e modificacdo de sua
composi¢do quimica, sendo o conjunto destas rea¢des denominado de envelhecimento. A hipétese
mais aceita para o inicio do processo de envelhecimento dos grdos € que ocorrem reacdes de
hidrélise e oxidacdo de lipideos, especialmente dos lipideos de membrana, cujos produtos
conduzem ao aumento da acidez dos grdos e geram radicais livres e peréxidos, que danificam as
células, resultando na sua descompartimentalizacdo e consequente desorganizacdo do metabolismo.
Além disso, e possivelmente ao mesmo tempo, os produtos de hidrélise e oxidacdo de lipideos
causam danos ao DNA e alteracfes nas moléculas de proteinas (que se tornam menos sollveis), nas
atividades de diversas enzimas e nos teores de agucares livres, soluveis e redutores (Bailly, 2004;
Marcos-Filho, 1999; Sung & Chiu, 1995; Narayan, Chauhan & Verma, 1988; Hou & Chang, 2004;
Kamizake, Varéa & Prudencio, 2014; Sharma, Kaur, Bansal & Gill, 2013). Alguns autores

observaram que, no envelhecimento acelerado ou natural da soja ha um aumento no conteudo de
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compostos secundarios de oxidacgéo lipidica nos grdos, como o malonaldeido e o hexanal (Sharma
et al., 2013; Sung et al., 1995; Tian, Song & Lei, 2008; Braccini, Reis, Moreira, Sediyama &
Scapim, 2000).

E possivel que as lipoxigenases participem do processo de envelhecimento dos
grdos por catalisarem a hidroperoxidacdo de acidos graxos insaturados. Entretanto, este
envolvimento ainda nédo esta esclarecido, uma vez que apenas Lambrecht, Nielsen, Liska e Nielsen
(1996) relataram uma maior resisténcia ao envelhecimento quando a soja é isenta de pelo menos
duas isoformas de lipoxigenases. Enquanto que, em outros estudos ndo foi observado o mesmo
resultado, tendo sido notada, inclusive, reducdo na atividade da enzima (Sung et al., 1995; Wang,
Fujimoto, Miyazawa, Endo & Kitamura, 1990).

Sendo assim, 0s objetivos deste estudo foram comparar grdos de duas cultivares
de soja (uma com e outra livre de lipoxigenases L1, L2 e L3) quanto aos produtos da oxidacao
lipidica (acidez, malonaldeido e hexanal), além de avaliar o papel das lipoxigenases, alteracdes nos

carboidratos e a atividade da enzima a-galactosidase durante envelhecimento acelerado e natural.

2. Material e Métodos

2.1 Material

Neste estudo foram utilizados grdos de duas cultivares de soja para consumo
humano: a BRS 284 (convencional, hilo marrom claro e casca amarelo claro) e a BRS 257 (isenta
de lipoxigenases L1, L2 e L3; hilo marrom claro, casca amarelo claro) (Embrapa Soja, 2013). As
cultivares foram cultivadas na regido de Maua da Serra, norte do estado do Paran, Brasil, na safra
de 2013/2014. Os padrbes de carboidratos (glicose, galactose, frutose, sacarose, rafinose e

estaquiose) e hexanal foram adquiridos da Sigma Aldrich (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO,



93

USA). Todos os reagentes utilizados na quantificacdo dos acglcares por cromatografia de troca

ibnica foram de grau cromatografico. Os demais reagentes utilizados foram de grau analitico.

2.2 Armazenamento dos gréos de soja

Apos a colheita, os grdos de soja foram selecionados a fim de retirar materiais
estranhos, sujidades e grdos quebrados. Os grdos selecionados de cada cultivar foram
submetidos a dois experimentos de envelhecimento: envelhecimento acelerado (EA) em estufa
(FREEZETEC, modelo D1004, Brasil) a 30 °C e 78 + 2 % de umidade relativa (UR) (obtida por
solucdo de cloreto de potassio saturada) por até nove meses e envelhecimento natural (EN) em
condicdes ambientais, sem controle de temperatura e UR, por até 18 meses (Hou & Chang,
2002; Kamizake, Yamashita & Prudencio, 2014). A temperatura e a UR do EN foram
monitoradas diariamente empregando-se um termo-higrometro (INCOTERM, Modelo
7666.02.0.00, Brasil). A média no periodo foi de 23,9 °C e 62,7 % UR, sendo a maxima de
34,4 °C e 86 % UR e a minima de 12 °C e 24 % UR. Um controle foi mantido a 4 °C e 60 %
UR. As amostras de soja das condigfes EA e EN foram tomadas em intervalos de trés e seis
meses, respectivamente, e armazenadas nas mesmas condic¢des do controle até a realizagdo das
andlises. Os grdos foram moidos em moinho analitico (Ika A11, Ika Works, Inc., Wilmington,

NC, USA) e peneirados em peneira de 60 mesh imediatamente antes das analises.

2.3 Medida do pH dos gréos

O pH da amostra (5 g) homogeneizada em 50 mL de agua destilada foi

medido em potenciébmetro digital (Five Easy FE20, Mettler Toledo AG Analytical,

Schwerzenbach, Switzerland).
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2.4 Determinacdo das lipoxigenases

A atividade das enzimas foi determinada conforme Silva, Carrdo-Panizzi e
Prudencio (2009). Em tubo de centrifuga, 200 mg da amostra e 6 mL de tampé&o Tris pH 8,2 (Tris
0,06 mol.L, CaCl, 0,015 mol.L?, e sacarose 13 %) foram homogeneizados em vortex por 30
segundos a 4 °C. Ap0s a centrifugacdo a 3000 g por 15 minutos a 4 °C, o sobrenadante foi coletado
e mantido a 4 °C em banho de gelo durante a analise.

Apds o preparo, a solucdo estoque de linoleato de sédio (70 mg de acido linoleico,
70 mg de Tween 20 e 4 mL de agua ultrapura sem oxigénio obtida por banho de ultrassom durante
20 minutos) foi clareada com NaOH 0,1 mol.L?, e transferida para um baldo volumétrico de 25 mL,
completando-se o0 volume com &gua ultrapura livre de oxigénio. A atividade das enzimas
lipoxigenases foi determinada em espectrofotometro (Biochrom Libra S22, Cambridge, England)
misturando-se, em cubeta de quartzo, 1 mL de tampédo fosfato de sédio 50 mM (pH 6), 50 uL da
solucdo estoque e 25 pL do extrato enzimatico. A leitura da absorbancia foi feita a 234 nm a cada 1
minuto por 4 minutos. O branco consistiu de substrato e tampdo nas mesmas proporc¢des usadas
para a amostra. A atividade das enzimas foi expressa em pmol de hidroperédxido de acido linolénico
por minuto, por mg de proteina soltvel (umol. min't. mg proteina™) de acordo com a equagéo 1 (da
Silva et al., 2001):
Atividade das Lipoxigenases = (4 A234/E.1.t) ICP 1)

Onde: A Azzs corresponde a diferenca entre a absorbancia final a 234 nm em 4
minutos e a absorbancia a 234 nm no tempo zero, £ = 25000 Mt.cm? (absortividade molar dos
hidroperdxidos do &cido linoleico a 234 nm), | = 1,0 cm (caminho Optico), t = 4 minutos e CP =

concentracio de proteina na amostra (mg. mL™), obtida pelo método de Lowry et al. (1951).
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2.5 Avaliacéo da oxidacdo de lipideos

2.5.1 Determinacéo do Teor de hexanal

O teor do composto volatil hexanal foi determinado conforme Silva et al. (2009).
Para a extracdo do hexanal, 1 g da amostra e 10 mL de &gua ultrapura foram transferidos para
headspace vials de 20 mL. Os vials foram lacrados em uma recravadeira, agitados e mantidos em
banho-maria a 98 °C por 30 minutos. Para a quantificacdo do hexanal, 0,5 mL do headspace foi
coletado com uma seringa do tipo gastight (1001 RN SYR, Hamilton Company) e injetado
manualmente em cromatdgrafo gasoso (Shimadzu modelo 17 A Gas Cromatograph) equipado com
coluna capilar de silica (100 m x 0,25 mm x 0,2 um; SP 2560, Supleco, Sigma-Aldrich, USA). A
temperatura inicial da coluna foi de 45 °C durante 5 minutos, aumentando-se 3 °C por minuto até
110 °C, esta temperatura foi mantida por 1 minuto e, a seguir, aumentada a taxa de 3 °C por minuto,
para 240 °C. A temperatura do injetor foi mantida a 200 °C. Foi utilizado um detector de ionizagédo
de chamas com temperatura de 240 °C. A vazdo do gas de arraste (hidrogénio ultrapuro) foi de 2
mL por minuto. A quantificacdo foi feita por padronizacdo externa (area dos picos) empregando-se
0 padrdo hexanal (Sigma-Aldrich Co., 98 %) nas concentracdes de 2,39 a 34,29 nmol.mL?. Os

resultados foram expressos em nmol de hexanal por g * de amostra, em base seca.

2.5.2 Determinacdo do teor de malonaldeido

O teor de malonaldeido, produto da peroxidacdo lipidica, foi determinado
conforme Sharma et al. (2013). Foi homogeneizado 1 g da amostra em 5 mL de &cido
tricloroacético (TCA) 5 %, em vortex por 1 minuto, em seguida 0 homogeneizado foi centrifugado
a 3200 g por 25 minutos (Centrifuga 5804R, Eppendorf, Hamburg, Germany). A uma aliquota de

0,5 mL do sobrenadante foram adicionados 4 mL do reagente TBA-TCA (&cido tiobarbiturico 0,5



96

% em acido tricloroacético 20 %). A mistura foi incubada a 95 °C por 30 minutos, e a seguir
resfriada e centrifugada a 5000 g por 10 minutos. A absorbancia do sobrenadante foi lida em
espectrofotdmetro (Biochrom Libra S22, Cambridge, England) a 532 nm e corrigida pela turbidez
ndo especifica da absorbancia a 600 nm. O contetdo de malonaldeido foi calculado através da
absortividade molar do malonaldeido (€ = 155000). Os resultados foram expressos em nmol de

hexanal por grama de amostra em base seca (nmol.g™).

2.6 Medida da atividade da a-galactosidase

A enzima a-galactosidase foi extraida de acordo com Carrdo-Panizzi e
Bordingnon (2000). Homogeneizaram-se 0,2 g da amostra em 6 mL de tamp4o citrato 0,05 mol.L™,
contendo NaCl 0,1 mol.L? (pH 4,5), agitando-se em intervalos de 15 minutos em vortex por uma
hora a temperatura ambiente. A seguir, 0 homogeneizado foi centrifugado a 4 °C, 3215 g por 20
minutos (Centrifuga 5804R, Eppendorf, Hamburg, Germany) e o sobrenadante foi filtrado (Millex-
GV, PVDF hydrophilic membrane, 0.45 Im, Millipore, Billerica, MA, USA) obtendo-se o extrato
para a determinagéo da atividade da enzima.

O substrato cromogénico p-nitrofenil-a-D-galactopiranosideo (p-NPGal) foi
empregado para determinagdo da atividade da a-galactosidase, conforme descrito por Bal, Garcia e
Ida (2015). A solugdio do substrato p-NPGal (1 mmol.L1), e 0,2 mL dos extratos enzimaticos das
amostras foram pré incubados, separadamente, em banho-maria a 37 °C, por 10 minutos antes da
analise. A seguir, 0,8 mL do substrato foi adicionado ao tubo das amostras, mantendo-se por 15
minutos em banho-maria a 37 °C. A reacédo foi interrompida pela adicdo de 1 mL de carbonato de
sddio 0,5 mol.L?, e a seguir a absorbéancia do produto da reagdo (p-nitrofenol ou p-NP) foi lida a
400 nm em espectrofotometro (Biochrom Libra S22, Cambridge, England). A curva padrdo

consistiu de p-NP nas concentragdes de 8 a 64 pmol.Lt. Uma unidade de atividade da enzima (UA)
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foi definida como a quantidade de umol de p-NP liberada em 1 minuto nas condi¢fes do ensaio. Os

resultados foram expressos em UA.g! de amostra em base seca.

2.7 Extracao e quantificacao dos agucares por HPAEC

Para a extracao dos agucares, 0,2 g da amostra (desengordurada com hexano 1:10
m/v) foi homogeneizada em 8 mL de etanol 80 %, em tubo falcon por uma hora em mesa agitadora
orbital a 305 rpm. As amostras foram centrifugadas (Centrifuga 5804R, Eppendorf, Hamburg,
Germany) a 4500 g, (4 °C), por 15 minutos. Para determinacdo de acgUcares, conforme Bau et al.
(2015), 0,5 mL do sobrenadante foi transferido para tubo de Eppendorf de 2 mL, que foi seco em
speed vacuum. As amostras secas foram ressuspendidas em agua ultra-pura e filtradas em filtro
(Millex-GV, PVDF hydrophilic membrane, 0.22 upm, Millipore, Billerica, MA, USA) e a
quantificacdo dos acUcares foi feita por cromatografia de troca aniénica de alta performance
(HPAEC) (Thermo Scientific ICS 5000, Dionex Canada Ltda, Oakville, Canada), com detector
amperométrico (PAD), eletrodo de AgCl, célula amperométrica de ouro e auto injetor de amostras.
Foi usada uma pré-coluna CarboPac® PA1 (DIONEX 50 mm x 4 mm), e a coluna CarboPac® PA1
(DIONEX 250 mm x 4 mm e tamanho de particula de 10 uM), adotando-se sistema isocratico (90
% da fase mdvel A e 10 % da fase movel B), sendo a fase mdvel A, agua ultra-pura e a fase movel
B, uma solucdo de NaOH a 200 mmol.L* na vazdo de 1 mL por minuto™ a 25 °C. O volume de
injecéo foi de 10 pL.

Os acucares foram identificados pelos seus respectivos tempos de retencéo,
utilizando-se como referéncia os padrées de galactose, glicose, frutose, sacarose, rafinose e
estaquiose. A quantificacdo foi feita por padronizacdo externa (area dos picos das curvas dos

padrdes). Os cromatogramas foram analisados por meio do software Chromeleon 6.8 (Dionex
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Corporation, Canada). O contetido de cada agucar foi expresso em g por 100 g de amostra, em base

seca (g.100 g ).

2.8 Andlise de cor

A cor dos gréos inteiros foi determinada em colorimetro (Konica Minolta, CR
400/410, Japan), iluminante CIE-D 65 e geometria 45/0. Os pardmetros L*, a* e b* foram obtidos

diretamente do colorimetro. A tonalidade cromatica (h°) foi calculada segundo a equagao 2.

h° = arctan (b*/a*)) (2)

2.9 Delineamento experimental e analise estatistica

Cada experimento de envelhecimento (EA ou EN) seguiu um delineamento
experimental inteiramente casualizado, com duas repeti¢cdes. O esquema de tratamentos foi em
parcelas subdivididas, onde o tratamento principal foi o tempo de armazenamento, e as
cultivares o secundario. Em cada repeticdo do experimento as anélises fisico-quimicas foram
feitas em duplicata (n = 4) e para a cor foram feitas 15 medidas (n= 30). Os dados foram
submetidos a ANOVA e teste de comparacdo de médias de Tukey. O nivel de significancia foi

de 5 %. O programa Sisvar 5.6 foi empregado para as analises (Ferreira, 2014).

3. Resultados e Discussao

3.1 pH dos gréos

Quanto ao controle, a cultivar BRS 257 tinha pH maior do que a BRS 284,

porém nos demais tempos de EA n&o houve diferenga entre as cultivares. O pH reduziu 9,95 e



99

11,85 % para a BRS 284 e a BRS 257, respectivamente, em nove meses de EA (Tabela 1). No
EN a reducdo foi menos acentuada e correspondeu a aproximadamente 2,5 % para ambas as
cultivares em 18 meses de armazenamento. A BRS 257 teve maior pH que a BRS 284 em todos
os tempos do EN (Tabela 2).

A reducdo no pH, ou aumento da acidez dos grdos é um dos parametros
indicativos de ocorréncia de envelhecimento. A acidez tem sido associada a compostos
originados de reac6es de hidrdlise de lipideos neutros a acidos graxos livres, ou também de
reacGes de oxidacdo de lipideos e fosfolipideos que ocorrem durante o envelhecimento dos
grdos (Kong et al., 2008; Lambrecht et al., 1996; Sharma et al., 2013; Kamizake, Varéa, et al.,
2014, Castilho, 2016). Segundo Kong et al. (2008), quanto maior for a temperatura e umidade
relativa a que os graos forem submetidos, maior serd a reducdo no pH, o que explica a

diferenca observada no pH dos tempos finais do EA e do EN (Tabelas 1 e 2).

3.2 Oxidagdo lipidica e atividade das lipoxigenases

No EA das duas cultivares de soja ndo foram observadas diferengas quanto ao
contetdo de malonaldeido, exceto no nono més, em que foi maior na BRS 284 (Tabela 1). As
cultivares tiveram comportamento distinto ao longo do EA, na BRS 284 o contetdo de
malonaldeido nédo alterou, enquanto que na BRS 257 houve reducdo de 21,71 % no nono més,
em relacdo ao controle. No controle do experimento do EN, a BRS 257 continha mais
malonaldeido do que a BRS 284 (Tabela 2). Entretanto, ao final do EN (18° més), a BRS 284
passou a apresentar maior teor do composto do que a BRS 257. Na BRS 284, notou-se aumento
de 8,11 % de malonaldeido no més 6 e entdo os valores voltaram a ndo diferir do controle nos
demais meses de EN. Quanto a BRS 257, observou-se reducdo de 4,8 % no conteudo de

malonaldeido no tempo final (18 meses) (Tabela 2).
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O aumento do malonaldeido tem sido observado (Sharma et al., 2013; Tian et
al., 2008, Sung, 1996) e relatado como produto secundario da reacdo de oxidacdo do acido
linolénico nos grdos de soja durante o armazenamento (Stewart & Bewley, 1980). Entretanto,
Castilho (2016) nédo observou alteracdo no teor de malonaldeido com o EA (30 °C, 76 % UR, 8
meses) nas cultivares BRS 257 e BRS 284. Ja, Stewart et al. (1980), em soja submetida a
armazenamento a 45 °C, 100 % UR em dessecador, por até 7 dias, observaram aumento no teor
de malonaldeido nos eixos embrionarios até o segundo dia. Apos este periodo, observaram uma
reducdo que foi justificada pela oxidacdo e decomposicdo do composto em outros produtos,
além de uma possivel diminuicdo no conteudo de seu precursor, o acido linolénico.

Sendo assim, na cultivar BRS 257, isenta de lipoxigenase, tanto submetida ao
EA quanto ao EN, ndo houve producdo de malonaldeido, ou seja, ndo houve aumento na
oxidacdo lipidica ao longo do armazenamento, mas ocorreu uma decomposi¢do do composto
que ja estava presente no grdo controle. Na soja BRS 284 convencional sob EA, também néo
houve variacdo no teore de malonaldeido, enquanto que no EN, notou-se um aumento e
posterior reducdo para o0s niveis iniciais, indicando sua producdo e posterior decomposicéo.

As lipoxigenases sdo enzimas que catalisam a hidroperoxidacdo de &cidos
graxos poliinsaturados, em especial do acido linoleico, originando compostos com sabor
indesejavel, dos quais o principal é o composto volatil hexanal (Matoba, et al., 1985) e podem
estar envolvidas no processo de envelhecimento. Desta forma, a investigacdo da atividade da
enzima e do composto volatil € de interesse.

Foi observada atividade de lipoxigenases na cultivar BRS 257, isenta de
lipoxigenases L1, L2 e L3 (Tabelas 1 e 2). Estes resultados estdo de acordo com Silva et al.
(2009), que observaram atividade na soja BRS 213, cultivar brasileira livre de lipoxigenases
de, em média, 1,7 vezes menor do que outras quatro cultivares convencionais, o que foi

atribuido a uma possivel presenca de outras isoenzimas (L4, L5 e L6), como proposto por
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Hildebrand (1996), e também a metabdlitos gerados durante o periodo de pds-colheita.
Observou-se diferenca entre as duas cultivares quanto a atividade da enzima (Tabela 1 e 2). No
EA, a cultivar convencional, BRS 284, apresentou maior atividade que a BRS 257 no controle
(2,35 vezes) e no terceiro més (1,74 vezes), mas nos demais tempos de armazenamento as duas
cultivares ndo se diferenciaram.

A BRS 284 mostrou reducdo (aproximadamente 40 %) na atividade das
enzimas no sexto més de EA e se manteve até nono més (Tabela 1). Ja a BRS 257, néo
apresentou alteracdo da atividade nos tempos avaliados, sendo assim, as duas cultivares nédo
diferiram ao final do EA. A atividade das lipoxigenases ndo sofreu alteracdes ao longo do EN
em ambas as cultivares (Tabela 2), sendo que até o0 més 12 a BRS 284 apresentou maiores
valores de atividade da enzima, em média 2,5 vezes maior do que na BRS 257.

A reducdo na atividade de lipoxigenases foi observada em outros estudos de
envelhecimento acelerado e natural em diversas condi¢des. A razao desta reducdo de atividade
pode ser o aumento na acidez dos gréos e danos oxidativos que podem causar a desnaturacéo
das enzimas (Narayan et al., 1988; Wang et al., 1990; Sung et al., 1995). Desta forma, 0s
resultados encontrados no EA para a BRS 284 estdo de acordo com estes estudos, uma vez que
houve reducdo no pH ou aumento da acidez dos gréos e na atividade das lipoxigenases. No EN,
apesar do tempo mais longo, as condi¢des de armazenamento foram mais brandas e talvez nédo
tenham sido suficientes para causar uma diminuicéo na atividade da enzima.

Comparando-se as cultivares quanto ao teor do composto volatil hexanal,
estas ndo diferiram entre si no controle (Tabela 1 e 2). No EA as duas cultivares apresentaram
maior teor de hexanal no sexto més, comparado aos controles (67,57 % na BRS 284 e 76,29 %
na BRS 257) com posterior redu¢cdo no nono més em ambas as cultivares, e assim nédo
diferiram do controle. Ainda, destaca-se que nos tempos de armazenamento trés e seis meses 0

teor de hexanal foi maior na cultivar isenta de lipoxigenase do que na convencional (Tabela 1).
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No EN as cultivares ndo se diferenciaram e ndo houve varia¢Ges no teor de hexanal ao longo
do armazenamento (Tabela 2). Em condi¢Ges drasticas houve aumento de hexanal
independente da presenca da enzima lipoxigenase, indicando que o composto é formado
também por outros mecanismos.

Ha poucos estudos relacionando o teor de hexanal ao envelhecimento da soja.
Braccini et al. (2000) observaram aumento do composto em grdos de soja armazenados em
condicdo natural por até seis meses. Em extrato obtido de soja armazenada a 22 °C, 30 % UR
por até 10 meses, Achouri, Boye e Zamani (2008) observaram reducdo no teor de hexanal até o
terceiro més, com uma estabilizacdo até o fim do periodo, que foi associada pelos autores a
uma possivel reducdo concomitante na atividade das lipoxigenases.

As lipoxigenases estdo envolvidas na formacdo de hexanal em soja durante o
processamento (moagem e maceracdo) dos graos (Matoba et al., 1985). Entretanto, de acordo
com lassonova, Johnson, Hammond e Beattie (2009) ha indicios de que este composto também
pode ser formado por acdo de outra enzima com atividade semelhante a das lipoxigenases, e
possivelmente por meio de reacOes de autoxidacdo durante o preparo do extrato aquoso (Yuan
& Chang, 2007). Enquanto que Shi et al. (2015) ndo encontraram correlagdo entre a atividade
de lipoxigenases e teor de hexanal em extrato aquoso de 67 cultivares de soja, a qual, segundo
o0s autores, se correlacionou com o conteddo de acido linoléico dos grdos. Assim, em condigdes
mais drasticas, como o EA, além das lipoxigenases, outras enzimas e reacdes de autoxidacgao,
favorecidas pela temperatura e UR elevada, podem levar ao aumento do contetdo de hexanal.

Castilho (2016) encontrou evidéncia (por meio de medidas de radicais livres
por ressonancia paramagnética eletronica), de que a oxidacgéo lipidica tem papel importante no
EA da soja e que esta parece seguir as etapas de iniciacdo (pouca evidéncia de oxidacao),
propagacdo (ha um aumento nos produtos de oxidacdo lipidica) e terminacdo (redugdo nos

teores de perdxidos e seus produtos) ao longo do armazenamento. Desta maneira, 0 aumento
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do hexanal pode ter ocorrido durante um periodo de maior atividade das enzimas e também de
outras reacdes de oxidacdo nos graos, e posteriormente, com a reducao destes mecanismos nos
tempos finais de armazenamento, ocorreu o declinio na produ¢do ou uma possivel
decomposicdo do composto em outros produtos de oxidacéao.

Segundo Sung et al. (1995) e Wang et al. (1990) as lipoxigenases parecem nao
ser 0s principais agentes no processo de deterioracdo dos graos no envelhecimento, pois ha reducao
em sua atividade com o EA e 0 EN, e a auséncia de pelo menos duas isoenzimas ndo aumentaria a
resisténcia dos graos ao envelhecimento. Assim, os resultados aqui encontrados corroboram com 0s
destes autores, uma vez que as duas cultivares estudadas apresentaram um padrdo muito semelhante

de alteracdes oxidativas durante o EA e 0 EN.

3.3 Atividade de a-galactosidase e teores de carboidratos

No EA, a cultivar BRS 284 apresentou maior atividade da enzima a-
galactosidase do que a BRS 257, do controle ao sexto més. Com o0 EA, as cultivares tiveram
reducdo na atividade da enzima de 27,7 % na BRS 284 e 18,7 % na BRS 257 (Tabela 3). Ao
final do EN (18 meses) também notou-se a reduc¢do (17,48 %) da atividade da enzima da BRS
257. Enquanto que a BRS 284 apresentou reducgédo (10,8 %) da atividade somente no 12° més,
uma vez que a atividade aos 18 meses ndo se diferenciou do controle e 12° més (Tabela 4).
Salienta-se que apesar da reducdo na atividade ao final do EA e do EN, a enzima ainda possuia
atividade. N&@o foram encontrados estudos que avaliassem a atividade da a-galactosidase
durante o envelhecimento da soja. Viana et al. (2005) observaram que a a-galactosidase de soja
tem atividade maxima a 60 °C e pH 5,0. Sendo assim, a reducdo no pH ou aumento de acidez

observada durante o armazenamento EA e EN (Tabelas 1 e 2) pode ter favorecido a acdo da
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enzima, em especial no EA, em seus substratos, apesar da temperatura ndo estar proxima da
Otima.

Quanto aos teores de carboidratos das sojas submetidas ao EA (Tabela 3) e ao
EN (Tabela 4), notou-se que os controles de ambas as cultivares ndo foram detectados o0s
monossacarideos galactose, glicose e frutose, o que estd em acordo com os resultados
observados por Silva et al. (2009), que também ndo encontraram monossacarideos em graos
recem colhidos de soja de diferentes cultivares. Os principais acucares detectados e
quantificados nos grdos controle no presente trabalho foram, em ordem decrescente, sacarose,
estaquiose e rafinose (Tabelas 3 e 4), a mesma ordem observada por Silva et al. (2009). De
acordo com Silva et al. (2009), cultivares com maior conteido de sacarose e frutose,
apresentam um sabor mais doce e suave.

Nos controles do EA e do EN de cada cultivar, a soma dos teores do
dissacarideo sacarose e dos oligossacarideos rafinose e estaquiose correspondia a 100 % dos
carboidratos encontrados. Entretanto, ao final do EA, a soma destes carboidratos passou a
corresponder a 79 e 83 % dos carboidratos totais na BRS 284 e BRS 257, respectivamente, o
que significa uma reducdo de 2 vezes na BRS 284 e de 2,5 vezes na BRS 257. Observou-se
ainda, que houve uma redugdo no conteddo de carboidratos totais com o EA, de
aproximadamente 1,6 vezes na BRS 284 e de 2,11 vezes na BRS 257.

No EA, as duas cultivares apresentaram aumento dos monossacarideos, de 20
vezes na BRS 284 e de 17 vezes na BRS 257. No nono més de armazenamento, 0S
monossacarideos corresponderam a 21 % dos carboidratos totais na BRS 284 e de 17 % na
BRS 257. A galactose foi encontrada a partir do més 3 em ambas as cultivares no EA, sendo
que, do terceiro ao nono més de armazenamento, ocorreu um aumento de 55 vezes na BRS 284
e de 31 vezes na BRS 257. O mesmo comportamento foi observado para a glicose, sendo que o

aumento observado (do terceiro ao nono més) foi de 15 vezes para a BRS 284 e de 22 vezes
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para a BRS 257. Ja a frutose foi encontrada somente no nono més de armazenamento de ambas
as cultivares, sendo que na BRS 284 o contetdo foi maior do que na BRS 257.

Quanto ao dissacarideo sacarose, durante 0 EA a BRS 284 apresentou maior
teor que a BRS 257 no controle e em todos os tempos de armazenamento. Ao longo desta
condicdo de armazenamento, ndo houve alteracdo na BRS 284, enquanto que na BRS 257
notou-se uma reducdo de 32,6 % ao final do armazenamento. Ja para a rafinose, houve reducéo
de, em media, 85,3 % nas duas cultivares. Para este carboidrato, no controle, a BRS 257
continha maior teor do que na BRS 284. Por fim, 0 mesmo padrdo de reducao foi observado
para a estaquiose, nas duas cultivares ao fim do armazenamento, sendo que na BRS 284 a
reducdo foi de aproximadamente 95 % e na BRS 257 foi de 87 %. As duas cultivares controle
ndo diferiram quanto a este carboidrato, porém ao fim do armazenamento a BRS 257 mostrou
maior conteddo (Tabela 1).

No EN também notou-se reducdo nos teores de carboidratos totais, de em
média 1,24 vezes para as duas cultivares. No entanto, ndo foi observado aumento no teor de
monossacarideos, sendo que o Unico encontrado neste experimento foi a galactose a partir do
sexto més na BRS 257 e do 12° més na BRS 284, cujos conteidos se mantiveram até o final do
armazenamento (18 meses). Com relacdo a sacarose, houve reducdo a partir do sexto més em
ambas as cultivares, que atingiu 32,54 % na BRS 284 e 25,4 % na BRS 257 no final. O mesmo
foi observado para a rafinose, que no 18° més teve uma reducéo de 41,8 % na BRS 284 e de 48
% na BRS 257. Para este oligossacarideo, a BRS 257 mostrou maior teor durante todos o0s
tempos de armazenamento. Houve aumento de 15,88 % na BRS 284 e de 17,7 % na BRS 257
no teor de estaquiose com o EN nas duas cultivares (Tabela 2), o oposto do observado no EA
(Tabela 1).

Hou et al. (2004) observaram reducdo no teor de agucares livres em soja

durante armazenamento em condic¢éo drastica (84 % UR, 30 °C, 9 meses), mas ndo observaram
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alteracdo em envelhecimento natural até 18 meses. Segundo os autores, a reducdo ocorreu
devido a metabolizacdo dos acuUcares, que poderiam ter sido utilizados como fonte de energia
para superar o stress causado pelo EA. Sun e Leopold (1993) observaram reducdo no teor de
sacarose e estaquiose nos eixos embrionarios de soja submetida ao EA (25 ou 35 °C, 75 % UR,
40 dias), e aumento no teor de rafinose, cujo motivo néo foi explicado pelos autores.

Ha relatos de reducdo no teor de agucares redutores e nao redutores e de
acUcares sollveis totais em soja submetida a diferentes tempos de envelhecimento natural,
devido, possivelmente, a hidrélise enzimatica destes acgucares e utilizacdo no processo
respiratorio dos grdos como forma de obtencdo de energia ou, ainda, devido a participacéo
destes acUcares em reagfes de escurecimento nos grdos como a reacdo de Maillard (Narayan et
al., 1988; Sharma et al., 2013).

Murthy e Sun (2000) e Murthy, Kumar e Sun (2003) avaliaram os teores de
carboidratos na leguminosa Vigna radiata (Feijdo Mungo) durante o EA em diferentes
condi¢des. Ambos os estudos mostraram um aumento nos teores de glicose, sendo esse
aumento atribuido a hidrélise da sacarose e de oligossacarideos (como a estaquiose e rafinose)
nos graos. Além disso, os autores observaram que, quanto maior a temperatura do ambiente e a
umidade dos grdos, maior era a hidrdlise. Segundo Murthy et al. (2000), a hidrélise de
acucares no envelhecimento do feijao esta associada com reacdes de Maillard, e estas reacdes
contribuiriam com os danos observados nos graos.

Deste modo, os resultados observados (Tabelas 3 e 4) para carboidratos estéo
em acordo com aqueles relatados na literatura. Durante o EA, as alteracGes nestes compostos
foram mais acentuadas, devido provavelmente a maior temperatura e UR a que foram
submetidos. No EN, diferentemente do EA, apesar de ndo ter havido aumento no teor de
monossacarideos, houve reducdo da sacarose e rafinose. A reducdo observada nos carboidratos

totais durante o EA e o EN pode ser devido a utilizacdo destes aclcares nos processos
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metabolicos do grdo para obtencdo de energia (Narayan et al., 1988; Sharma et al., 2013).
Além disso, a enzima a-galactosidase ao hidrolisar as ligagdes glicosidicas a (1-6) presentes
nos oligossacarideos da soja, libera 0 monossacarideo galactose (Viana et al., 2005). Assim, o
aumento deste monossacarideo é consistente com a a¢do da o-galactosidase nos graos, que,
apesar da reducdo na sua atividade (especialmente no EA), ainda foi capaz de hidrolisar os
oligossacarideos.

Ainda, deve-se considerar que durante o envelhecimento dos grdos ocorre a
interconversdo das formas glicosidicas das isoflavonas para aglicona com liberacdo da
molécula de glicose (Artigo Cientifico | desta tese), que deve ter contribuido em parte para o

aumento deste monossacarideo, principalmente no EA.

3.4 Cor dos gréos de soja

O EA resultou em escurecimento e avermelhamento dos grdos em ambas as
cultivares, representado pela redugdo nos valores dos parametros L* e h°, respectivamente
(Tabela 5). A cultivar BRS 284 foi mais clara do que a BRS 257 até o sexto més e, em ambas
as cultivares, o escurecimento dos grdos teve inicio no sexto més de armazenamento. O
avermelhamento dos grédos teve inicio no sexto més na BRS 257, enquanto que na BRS 284
iniciou-se ja no terceiro més. Enquanto que durante o EN ndo foi constatado escurecimento dos
grdos da cultivar BRS 284, porém, na BRS 257 os grdos apresentaram-se mais escuros do que
0 controle no sexto més de armazenamento (Tabela 5). Os grdos de ambas as cultivares
tornaram-se mais avermelhados do que o controle a partir do sexto més de armazenamento.

O escurecimento é uma consequéncia do envelhecimento e esta relacionado a
alteracbes bioquimicas que ocorrem nos grdos durante o armazenamento. Dentre estas

alteracbes estdo as reacdes de escurecimento enzimatico (como a oxidagcdo de compostos
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fendlicos por enzimas), e ndo enzimatico como a reacdo de Maillard e possivelmente por
reacOes de oxidacdo lipidica. (Kamizake, Yamashita et al., 2014; Kong et al., 2008; Hou &
Chang, 1998; Narayan et al., 1988). Portanto, as alteracfes de pH, produtos de oxidacao
lipidica e nos carboidratos observados no presente estudo contribuiram, ao menos em parte,

para o escurecimento dos graos.

Conclusoes

A atividade da enzima lipoxigenase é reduzida com o envelhecimento da
cultivar convencional (BRS 284) e se mantém em baixos niveis na cultivar livre de
lipoxigenases L1, L2 e L3 (BRS 257).

Ha ocorréncia de oxidagdo lipidica com reducdo do pH, formacdo de
malonaldeido e hexanal, tanto na cultivar convencional quanto na livre das enzimas
lipoxigenases L1, L2 e L3, indicando que a auséncia das enzimas ndo protege a cultivar do
envelhecimento.

A atividade da enzima a-galactosidase € reduzida no envelhecimento,
principalmente no envelhecimento acelerado. Ocorre aumento nos conteddos de
monossacarideos e reducdo nos contetdos de oligossacarideos. Como consequéncia, pode
haver aumento na dogura nos grdos de soja e reducdo dos efeitos desagradaveis (flatuléncia e
desconforto abdominal) ao consumidor, 0 que pode representar vantagem no consumo de graos

da soja envelhecida.
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Tabela 1 — pH, teores de malonaldeido e hexanal e atividade das enzimas lipoxigenases de sojas BRS 257 e BRS 284 submetidas
ao Envelhecimento Acelerado.

Tempo de Armazenamento (meses)

Cultivares Controle 3 6 9
pH
BRS 284 6,63 + 0,05B2 6,47 + 0,03A2 6,10 + 0,02A° 5,97 + 0,07A°
BRS 257 6,75 + 0,0472 6,48 + 0,04A0 6,06 + 0,044¢ 5,95 + 0,014¢
Malonaldeido
BRS 284 23,18 + 0,442 24,54 + 0,552 22,09 + 1,264 21,38 £ 0,914
BRS 257 24,36 + 0,887 22,50 + 1,244 21,18 + 0,514 19,07 + 0,678
Lipoxigenase
BRS 284 142,52 + 43,3472 127,23 + 39,0242 59,81 + 8,56AP 57,64 + 17,59Ab
BRS 257 60,66 + 4,738Ba 73,03 + 8,888B2 65,25 + 12,26A2 48,49 + 3,574
Hexanal
BRS 284 51,80 + 4,98Ab 56,81 + 4,918ab 86,80 + 3,148Ba 64,44 + 2 ,86Ab
BRS 257 69,04 + 8,76Ab 99,88 + 10,89Aab 121,71 + 4,4772 72,99 + 13,67Ab

Valores representam média de duas determinacBes em cada repeticdo do experimento (n = 4) + desvio padrao.

Médias na mesma coluna, seguidas de letras maiusculas diferentes e na linha, acompanhadas de letras minusculas diferentes, indicam diferenga significativa
(p £0,05) em cada pardmetro.

Teores de malonaldeido e hexanal expressos em nmol.g!, atividade de lipoxigenase expressa em pmol.min"t.mg proteina™.

Resultados expressos em base seca, exceto lipoxigenases.

Controle: 4 °C e 66 % UR. Envelhecimento Acelerado: até 9 meses, 30 °C e 78 + 2 % UR.
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Tabela 2 — pH, teores de malonaldeido e hexanal e atividade das enzimas lipoxigenases de sojas BRS 257 e BRS 284 submetidas
ao Envelhecimento Natural.

Tempo de Armazenamento (meses)

Cultivares Controle 6 12 18
pH
BRS 284 6,63 + 0,058 6,54 + 0,048Bab 6,43 + 0,058 6,46 + 0,028
BRS 257 6,75 + 0,0472 6,63 + 0,05Aab 6,58 + 0,0470 6,58 + 0,034P
Malonaldeido
BRS 284 23,18 + 0,448b 25,06 + 0,224 24,06 + 1,13Aab 24,18 + 0,58Aab
BRS 257 24,36 + 0,88Aab 25,36 + 0,437 23,72 + 0,49Abc 23,19 + 0,928¢

Lipoxigenase
BRS 284 142,52 +43,34°2 158,30 £ 39,6742 143,21 + 36,0172 136,32 + 50,592

BRS 257 60,66 + 4,738 62,42 + 21,5082 54,38 + 5,748 84,20 + 14,6642
Hexanal

BRS 284 51,80 + 4,987 69,47 + 6,017 78,15 + 10,06"2 74,04 + 4,83A2

BRS 257 69,04 + 8,762 72,77 £ 12,0972 86,24 + 13,4572 73,88 + 8,5942

Valores representam média de duas determinagdes em cada repeticdo do experimento (n = 4) + desvio padréo.

Médias na mesma coluna, seguidas de letras maiUsculas diferentes e na linha, acompanhadas de letras mindsculas diferentes, indicam diferenga significativa
(p £0,05) em cada pardmetro.

Teores de malonaldeido e hexanal expressos em nmol.gt, atividade de lipoxigenase expressa em pmol.min-t.mg proteina.

Resultados expressos em base seca, exceto lipoxigenases.

Controle: 4 °C e 66 % UR. Envelhecimento Natural: até 18 meses, temperatura e UR ambiente (variacdo: 12 a 34,4 °C e 24 a 86 % UR).
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Tabela 3 — Atividade da enzima a-galactosidase e teores de carboidratos de sojas BRS 257 e BRS 284 submetidas ao
Envelhecimento Acelerado.

Tempo de Armazenamento (meses)

Cultivares Controle 3 6 9
o - galactosidase
BRS 284 2,78 £ 0,18% 2,65 +0,03% 2,47 + 0,08 2,01 + 0,044
BRS 257 2,46 + 0,062 2,12 + 0,138 2,19 + 0,05B° 2,00 £ 0,074
Carboidratos
Galactose
BRS 284 0,00 0,01 +0,0014¢ 0,24 + 0,04*° 0,55 + 0,044
BRS 257 0,004 0,01 + 0,0014¢ 0,16 + 0,001B® 0,31 + 0,02B2
Glicose
BRS 284 0,00 0,02 + 0,014 0,16 + 0,02#° 0,30 + 0,06%@
BRS 257 0,004 0,01 + 0,003%¢ 0,14 + 0,003 0,22 + 0,01B2
Frutose
BRS 284 0,004 0,004 0,004 0,26 + 0,10%
BRS 257 0,004 0,004 0,004 0,12 + 0,0282
Sacarose
BRS 284 4,64 + 0,337 5,18 + 0,35% 3,93 + 0,107 3,88 £ 0,187
BRS 257 3,74 + 0,165 3,85+ 0,33B2 2,68 + 0,148 2,52 +0,326Bb
Rafinose
BRS 284 1,41 + 0,058 2,46 + 0,197 0,94 + 0,085¢ 0,20 + 0,087
BRS 257 1,92 + 0,15 1,43 + 0,065° 1,09 + 0,03%¢ 0,29 + 0,037
Estaquiose
BRS 284 2,33 +0,03% 2,37 £ 0,02B2 0,86 + 0,038 0,12 + 0,07B¢
BRS 257 2,26 + 0,030 2,65 +0,15% 1,47 + 0,044¢ 0,29 + 0,024

Valores representam média de duas determinagdes em cada repeticdo do experimento (n = 4) + desvio padréo.

Médias na mesma coluna, seguidas de letras mailsculas diferentes e na linha, acompanhadas de letras minusculas diferentes, indicam diferencga significativa (p < 0,05) em
cada parametro. * N&do encontrado ou encontrado em quantidade abaixo do limite de quantificacdo do método.

Atividade de a-galactosidase expressa em UA.g%; Teores de carboidratos expressos em g.100 g*. Resultados expressos em base seca.

Controle: 4 °C e 66 % UR. Envelhecimento Acelerado: até 9 meses, 30 °C e 78 + 2 % UR.



Tabela 4 — Atividade da enzima a-galactosidase e teores de carboidratos de sojas BRS 257 e BRS 284 submetidas ao

Envelhecimento Natural.

Tempo de Armazenamento (meses)

Cultivares Controle 6 12 18
o - galactosidase
BRS 284 2,78 + 0,18%ab 2,93 + 0,044 2,48 + 0,014¢ 2,57 + 0,11Apc
BRS 257 2,46 + 0,068 2,56 + 0,098 2,22 +0,138Bbc 2,03 + 0,06B¢
Carboidratos
Galactose
BRS 284 0,00 Ab* 0,008b" 0,01 + 0,001Aa 0,01 + 0,001A2
BRS 257 0,00 Ac” 0,01 + 00,0014 0,009 + 0,0018b 0,009 + 0,0018P
Sacarose
BRS 284 4,64 + 0,33%2 2,12 + 0,06E¢ 3,12 + 0,084P 3,13 £ 0,014°
BRS 257 3,74 + 0,168 3,03 +0,17AP 2,87 + 0,054P 2,79 + 0,038
Rafinose
BRS 284 1,41 £ 0,0582 0,67 + 0,02EB¢ 0,75 + 0,018 0,82 + 0,028
BRS 257 1,92 + 0,15A2 1,09 + 0,06A° 0,94 + 0,034 1,00 + 0,024¢
Estaquiose
BRS 284 2,33 +0,034P 2,13 + 0,05F¢ 2,59 + 0,094 2,70 £ 0,024
BRS 257 2,26 + 0,034 2,90 + 0,054 2,64 + 00,0440 2,66 + 00,0140

Os monossacarideos glicose e frutose ndo foram detectados em todos os tempos de armazenamento.

Valores representam média de duas determinacdes em cada repeticdo do experimento (n = 4) + desvio padrao.
Médias na mesma coluna, seguidas de letras mailsculas diferentes e na linha, acompanhadas de letras minusculas diferentes, indicam diferenca significativa
(p £0,05) em cada pardmetro. * Ndo encontrado ou encontrado em contetdo abaixo do limite de quantificacdo do método.

Atividade de a-galactosidase expressa em UA.g!; Teores de carboidratos expressos em g.100 g. Resultados expressos em base seca.

Controle: 4 °C e 66 % UR. Envelhecimento Natural: até 18 meses, temperatura e UR ambiente (variacdo: 12 a 34,4 °C e 24 a 86 % UR).
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Tabela 5 — Parametros de cor (L* e h°) de sojas BRS 257 e BRS 284 submetidas ao Envelhecimento Acelerado e Natural.

Tempo de Armazenamento (meses)

Cultivares Controle 3 6 9
Cor L*
BRS 284 59,66 + 3,2872 58,69 * 4,0572 52,38 * 2,607 48,40 + 2,124
BRS 257 56,96 + 4,298 56,78 + 4,168 49,98 + 3,498b 49,24 + 2 55AP
Cor h°
BRS 284 75,38 + 1,394 73,78 +1,23Ab 70,18 + 2,28 A¢ 69,17 £ 2,16 A¢
BRS 257 74,74 +£ 11,4372 73,67 £ 1,32Aa 69,36 + 2,50Ab 69,71 + 3,09 Ab
Tempo de Armazenamento (meses)
Cultivares Controle 6 12 18
Cor L*
BRS 284 59,66 * 3,287 57,90 + 1,864 58,19 £ 1,91 44 58,96 + 3,184
BRS 257 56,96 + 4,298 54,44 + 2,65 Bb 55,24 + 2,97 Bab 56,48 + 3,27 Ba
Cor h°
BRS 284 75,38 £ 1,394 72,37 £1,344¢ 73,84 +1,01Ap 73,63 +1,10Ab
BRS 257 74,74 +£1,43 A2 70,00 + 1,358¢ 73,16 + 1,30Ap 73,15+ 1,29Ab

Valores representam média de 15 determinacgdes em cada repeticdo do experimento (n = 30) + desvio padrao.
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Médias na mesma coluna, seguidas de letras maiUsculas diferentes e na linha, acompanhadas de letras minGsculas diferentes, indicam diferenca significativa

(p £0,05) em cada pardmetro.

L* = luminosidade (0 = preto; 100 = branco);
h° (tonalidade cromatica) = arctan (b*/a*), 0°= vermelho puro; 90° = amarelo puro; 180° = verde puro; 270° = azul puro.
Controle: 4 °C e 66 % UR. Envelhecimento Acelerado: até 9 meses, 30 °C e 78 + 2 % UR. Envelhecimento Natural: até 18 meses, temperatura e UR
ambiente (variagdo: 12 a 34,4 °C e 24 a 86 % UR).
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7 CONCLUSOES

Quanto as altera¢cBes ocorridas nos graos das cultivares de soja BRS 257,
livre de lipoxigenases (L1, L2 e L3) e BRS 284 (convencional) decorrentes do

envelhecimento acelerado e natural, pode-se concluir que:
e Ocorrem alteracdes nos contetdos e também interconversdes das isoflavonas com
o envelhecimento acelerado e natural. O envelhecimento acarreta em aumento
significativo das isoflavonas agliconas, em especial da genisteina.

e Nao ha alteragdo na atividade das enzimas B-glicosidases.

e N&o hé alteracbes drasticas na atividade antioxidante durante o envelhecimento

acelerado e natural.

e Ocorre oxidacao lipidica nos gréos independente da presenca ou auséncia das

enzimas lipoxigenases.

e A auséncia da enzima lipoxigenase n&o protege a cultivar BRS 257 do

envelhecimento.

e A atividade da enzima lipoxigenase é reduzida na cultivar BRS 284, mantendo-se
em baixos niveis na cultivar BRS 257.

e A atividade da enzima a-galactosidase é reduzida no envelhecimento,

principalmente no envelhecimento acelerado.

e O envelhecimento dos gréos de soja acarreta redugdo do teor de oligossacarideos

e aumento no de monossacarideos.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Os gréos envelhecidos de soja apresentam potencial de consumo devido
ao baixo teor de monossacarideos e assim podem resultar na reducédo da flatuléncia e
desconforto abdominal no consumidor; provavelmente apresentar sabor mais adocicado
pelo aumento dos monossacarideos em especial a frutose; e por fim ser fonte de
isoflavonas agliconas, em especial a genisteina que sdo melhor absorvidas e apresentam

beneficios a saude.



