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RESUMO

Tem aumentado nas ultimas décadas o interesse por estudos envolvendo
consumo de soja e derivados. Estudos epidemiologicos tém sugerido que o
consumo de soja pode trazer beneficios no controle de doencas crdnicas tal
como cancer, diabetes, osteoporose e doencgas cardiovasculares. Estes
beneficios sdo devidos as isoflavonas presentes na soja. As isoflavonas sao
compostos fendlicos, presentes em maiores concentragbes em leguminosas,
em particular na soja. Elas se apresentam em quatro formas: glicosiladas,
acetilglicosiladas, malonilglicosiladas e na forma nao conjugada, aglicona.
Dentre estas, a mais importante € a aglicona que, por sua vez, se encontra
em trés formas: daidzeina, genisteina e gliciteina. Para aumentar o teor das
agliconas, foi realizado tratamento hidrotérmico a 50 °C durante 15 horas,
onde gréos inteiros e farinha de soja foram hidratados em tampdes com
diferentes pH, os resultados mostraram que o maior teor de agliconas foi
obtido em farinha de soja hidratada em pH 6,0 e 7,5. Realizaram-se, também,
experimentos com adi¢cdo de glucona-6-lactona, inibidor especifico da B-
glicosidase, verificando-se reducdo na atividade da enzima em até 40 %,
apo6s 12 horas de tratamento hidrotérmico. Foram estudadas, também, as
estabilidades térmicas das isoflavonas de bolos e biscoitos submetidos a
assamento, preparados a partir de farinha de soja hidratada. Os resultados
demonstraram pequena redugdo no teor de agliconas. Com a torrefagéo da
farinha de soja hidratada, nas temperaturas de 140 °C e 180 °C, verificou-se
a formacéo de acetil e poucas variagdes das agliconas. As isoflavonas foram
concentradas utilizando-se a nanofiltragcdo e osmose inversa a partir do
extrato etandlico de soja enriquecido nesses compostos. Foram concentrados
76 % das isoflavonas totais pela nanofiltracdo e 70,61 % das agliconas pela
osmose inversa.



ABSTRACT

It has increased in the last decades the interest for studies involving
consumption of soy and derivatives. Studies epidemiologists have suggested
that the soy consumption can bring benefits in the control of chronic illnesses
such as cancer, diabetes, osteoporosis and coronary heart disease. The
isoflavones present in the soy are the responsables for these benefits.
Isoflavones are phenolic composites, present in bigger concentrations in
vegetables, in special in the soybean. They present themselves in four forms:
glucosides, acetylglucosides, malonylglucosides and in the form not
conjugated, aglycones. Amongst these, aglicona is the most important, it
presents in three forms; daidzein, genistein and glycitein. To increase the
content of aglycones, a hydrotermic treatment was carried through 50 °C
during 15 hours, where soybean and flour of soy had been hydrated in buffers
with different pH, the results had shown that the biggest content of aglycones
was gotten in flour of soy hydrated in pH 6,0 and 7,5. Were realized
experiments using D-glucono-3-lactone addition, specific inhibitor p-
glicosidase, verifying reduction in the activity of the enzyme in up to 40 %,
after 12 hours of hydrotermic treatment They had been studied, also, the
thermal stabilities of isoflavones in cakes and biscuits, made with flour of
hydrated soy during roasting. The results had demonstrated small reduction in
the content of aglycones. With the toasting of the flour of hydrated soy, in the
temperatures of 140 °C and 180 °C, it was verified formation of acetyl and few
variations of aglycones. Isoflavones nanofiltration and inverse osmosis from
the ethanol extract of soy enriched in these composites had been
concentrated using it. A concentration of 76 % of isoflavones total for
nanofiltration and 70,61 % of aglycones for the inverse osmosis was obtained.
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1. INTRODUGAO

Dentre os produtos agricolas de grande interesse econdémico
comercializados em todo o mundo, a soja vem ganhando destaque. Isto se deve as
suas caracteristicas nutricionais importantes e por apresentar beneficios a saude
humana através da prevencédo e do tratamento de doencgas. O Brasil atualmente é
considerado o segundo maior produtor mundial de soja, com isto € viavel que seja
estimuladas pesquisas para o desenvolvimento de alimentos derivados de soja, ricos

nutricionalmente, bem como para a elaboragéo de alimentos funcionais.

Os alimentos funcionais que mesclam conceitos de saude e
nutricdo estdo sendo cada vez mais consumidos pela populagdo. Estimativas
indicam que o mercado para os alimentos funcionais em 2010 serdo de
aproximadamente de 500 bilhdes de dblares por ano nos EUA, 250 bilhdes na

Europa e 60 bilhées no Japao (DIAS, 2002).

As caracteristicas funcionais da soja se devem principalmente a
presenca das isoflavonas, compostos encontrados em quatro formas quimicas,
malonil-glicosidica, acetil-glicosidica, glicosidica e agliconas. As de maior
interesse sdo as agliconas, por apresentarem maior bioatividade, sendo
absorvidas mais rapidamente e em maiores quantidades pelo organismo
(SETCHELL et al., 2001) e por terem sido, também, associadas ao tratamento

de doencas hormdOnio-dependentes.

A industria de alimentos tem oferecido uma grande quantidade
de produtos derivados da soja. Entretanto, faltam no mercado produtos com

maiores teores de agliconas. Trabalhos tém mostrado que o tratamento
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hidrotérmico de graos de soja é eficaz em aumentar o teor de agliconas, por
acao da enzima pB-glicosidase. Nesse processo 0s grdos sdo macerados em

banho-maria por tempo e temperatura determinados.

Dentre as técnicas empregadas para a separagao ou concentracéo de
isoflavonas, as membranas se apresentam como promissoras. A tecnologia de
separagdo com membranas € uma técnica capaz de clarificar, purificar e concentrar

esses compostos que poderéo ser utilizados em muitas aplicagdes industriais.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Verificar o efeito do tratamento hidrotérmico no aumento do teor de

aglicona em soja e sua estabilidade térmica em produtos alimenticios.

2.2 Objetivos Especificos

1. aplicar o tratamento hidrotérmico em gréos de soja inteiros e
farinha de soja em diferentes pH visando o aumento de

agliconas.

2. determinar a Unidade de Atividade Especifica (UAE) da

enzima B-glicosidase nas condi¢des de tratamento testadas.

3. verificar a agéo do inibidor glucona-lactona sobre a enzima

B-glicosidase.
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determinar a estabilidade térmica das isoflavonas em
produtos preparados a partir de farinha de soja, previamente

submetidos ao tratamento hidrotérmico.

obter o extrato etandlico enriquecido de agliconas, a partir de

farinha de soja hidratada.

concentrar isoflavonas a partir do extrato etandlico

empregando tecnologia de separagdo por membranas.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Soja

A soja [Glycine Max (L.) Merrill] constitui uma das plantas mais antigas
cultivadas pelo homem. Teve sua origem na China por volta do século X| a.C, sendo
introduzida no Ocidente no final do século XV e inicio do XVI. No Brasil, a soja foi
efetivamente introduzida em 1914 no Estado do Rio Grande do Sul, porém o
verdadeiro impulso na produg&o da soja no Brasil ocorreu somente na década de 60,
quando se iniciou o cultivo sucessivo trigo-soja no Rio Grande do Sul. No final dessa
década e na seguinte, comecaram a ser desenvolvidas, por melhoramento genético,
as primeiras cultivares brasileiras de alto rendimento e adaptadas as nossas

condigdes climaticas (MORAIS e SILVA et al., 1996).

No Brasil, a produgao de soja na safra 2004/2005, conforme dados da
Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB) foi da ordem de 51 mil toneladas,
posicionando o Brasil em 2° lugar na produgdo mundial de soja, sendo superado
apenas pelos Estados Unidos. Ressalte-se que a maior parte da soja produzida
mundialmente é destinada a alimentagc&o animal. A média de uso global anual de soja
mostra que 84,4 % sao destinados a produgéo de farinha e 6leo, 95 % da farinha para
alimentacdo animal, 8,6 % para produtos de soja como: tofu, extrato de soja e
produtos fermentados e 5,7 % séo destinados para sementes e residuos (SOYATECH,

2004).



15

A aceitagéo limitada da soja e dos seus derivados pelo consumidor
brasileiro € atribuida a falta de produtos de soja de alta qualidade. Nos ultimos tempos
varios estudos tecnologicos (WILKENS et al., 1967; WOLF e COWAN, 1975; NELSON
et al.,, 1976; RACKIS et al.,, 1979) de melhoramento genético (DAVIES e NIELSEN,
1986), acompanhados de alternativas no preparo, estdo sendo conduzidos para

aumentar a aceitabilidade dos produtos de soja.

A soja é considerada uma oleaginosa muito versatili sendo
comercializada na forma de gréo, de farinha, texturizada, concentrados e isolados,

extrato ou “leite” além de produtos fermentados como: miso, tempeh, shoyo e outros.

3.1.1 Composig¢ao do Grao de Soja

A soja é considerada um alimento de alto valor nutricional, porque
contém um teor protéico de alto valor biologico, lipideos com alta concentragdo de
acidos graxos poliinsaturados, teores consideraveis de vitaminas do complexo B e

minerais como: ferro, potassio e magnésio (Tabela 01).
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TABELA 01 - Composi¢ao centesimal em matéria seca e constituintes fitoquimicos

da soja.
Composigado Centesimal (%) Fitoquimicos
Proteinas (40) Isoflavonas
Gorduras (22) Esterdis
Carboidratos (25) Saponinas
Fibras (8) Anti-oxidantes
Minerais (5) Tocoferdis (vitamina E)
Lecitinas

Fonte: CARRAO-PANIZZI e MANDARINO (1998)

Dentre os componentes funcionais da soja destacam-se as
proteinas e isoflavonas. Considera-se na atualidade que a soja € o Unico

vegetal que contém uma proteina completa (MORAIS, 2000).

Os graos de soja ainda contém carboidratos com teor mais
elevado na casca (CARRAO PANIZZI, 1988) e oligossacarideos (estaquiose e
rafinose) que s&o hidrolisados pelas enzimas invertase e a-galactosidase.
Esses oligossacarideos sao reduzidos com a maceragdo e o cozimento dos
gréos (LIU e MARKAKIS, 1987) e na fabricagédo do tofu, sdo eliminados no soro

(VAN DER RIET et al., 1989).
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O grao de soja apresenta alguns fatores antinutricionais, onde
consumidas, principalmente cruas ou inadequadamente processadas, podem
provocar efeitos fisiologicos adversos ao homem ou reduzir a
biodisponibilidade de determinados nutrientes. Os fatores antinutricionais sé&o
classificados em termolabeis e termoestaveis. Os termolabeis sensiveis ao
calor sdo os inibidores de proteases, lectinas ou hemaglutininas, goitrogénicos
e antivitaminicos e podem ser facilmente destruidos pelo calor; os
termoestaveis sdo as saponinas, taninos, fitoestréogenos, fatores de flatuléncia,

lisinoalanina, alergénicos e fitato (LIENER, 1994).

A composicao do grao de soja é influenciada por uma série de
fatores genéticos e ambientais, safra e localizagdo, causando alteragcdes
principalmente na quantidade de isoflavonas. Temperatura do meio ambiente
durante o desenvolvimento das sementes € um fator determinante para o
conteudo das isoflavonas nas sementes de soja, sendo que altas temperaturas
diminuem essas quantidades (KITAMURA et al., 1991). Existem relatos de uma
maior razdo de malonil-glicosideos em gréaos de soja, entretanto as agliconas,
principal isoflavona, sdo encontradas em maior quantidade em produtos

fermentados (WANG e MARPHY, 1994).

CARRAO PANIZZI et al. (2003) em seus estudos analisaram o
desenvolvimento de sementes em trés locais em temperaturas diferentes de
19,2; 23,2 e 23,7 °C. Verificaram que em temperaturas mais baixas houve um
maior desenvolvimento de isoflavonas nas sementes. Em outro experimento os
mesmos autores verificaram também o efeito da latitude, que causa diferencas
ambientais responsaveis pelas concentracdes de isoflavonas. No Brasil a soja

€ produzida em regides de latitude de 33 °S até o Equador. Nesse
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experimento, verificou-se que apesar de duas das trés cidades estarem
localizadas quase na mesma latitude (26 °S e 25 °S), as diferengcas ambientais

foram responsaveis pelas diferentes concentragdes de isoflavonas.

3.1.2 A Soja como Alimento Funcional

Estudos epidemioldégicos tém sugerido que o alto consumo de
soja é relatado com menores incidéncias de cadncer de mama e céancer de
prostata na Asia (ADLECREREUTZ et al., 1991). Existem estudos sugerindo
que a soja pode reduzir riscos de osteoporose, riscos de doencgas do coracgéo,
inibir atividade da tirosina e proteina quinase, além de possuir propriedades
antioxidantes e antifungicas, propriedades estrogénicas, ajudando a aliviar
sintomas de menopausa. Conseqlentemente, a soja €& considerada uma

possivel alternativa para terapia de reposi¢cao hormonal.

De acordo com estudos sdo descritos a seguir, alguns dos efeitos

benéficos do consumo de soja no combate de algumas doengas.

Doencas do coracdo - Em 1999, o Food and Drugs
Administration (FDA) oficializou o potencial terapéutico da soja na prevencao
de doengas do coracdo. O FDA se baseou em estudos cientificos, que
demonstraram que a ingestao diaria de 25 gramas de proteinas de soja reduz
significativamente as taxas do colesterol sangliineo total, do LDL-colesterol e,
também, aumentam os valores de HDL presentes no sangue, reduzindo assim
os riscos de doencas cardiovasculares, como o infarto, a trombose e a

aterosclerose.



19

Osteoporose - Varios estudos sugerem que produtos ricos em
isoflavonas afetam o volume do osso e reduz a sua perda para a espinha
dorsal (MESSINA et al., 2000). Estudos em animais e humanos indicam que
isoflavonas podem estimular a formacéo e a redugcdo do osso. Além disto,
substituindo proteina animal pela proteina de soja + isoflavonas reduz
substancialmente a excrecéo calcica (BRESLAU et al.,1988 apud MESSINA et
al., 2000). Estes provaveis efeitos s&o devido a menor quantidade de

aminoacidos sulfurados presentes na proteina de soja.

Sintomas da menopausa — O climatério ocorre em 75 % das
mulheres na menopausa e influencia na qualidade de vida. Tem aumentado nas
ultimas décadas o interesse pelo consumo de isoflavonas, encontradas em
produtos de soja, para terapia de reposi¢cdo hormonal e redugdo do climatério.
Um estudo foi realizado durante nove semanas com mulheres na menopausa,
as quais ingeriram diariamente pela manhd 40 mg de isoflavonas (extrato
isoflavona aglicona) produto rico em daidzeina (70 % daidzeina, 10 %
genisteina e 20 % gliciteina), sendo observados em quatro semanas uma
reducdo na frequéncia e severidade de sintomas de climatério e com maior

decréscimo apds, oito semanas (RICCIOTTI et al., 2005).

Cancer - A menor incidéncia de mortes por cancer de mama na
Asia levou a especulacdo de que o consumo de soja poderia reduzir os riscos
deste tipo de cancer. In vitro, genisteina inibe o crescimento de células do
cancer de mama ER+ e ER-, embora sejam requeridas concentragdes
relativamente altas. Experimentos com animais (BAGGOTT et al., 1990;
SHARMA et al., 1992) e experimentos in vitro (WEI et al., 1993) tém mostrado

que isoflavonas podem prevenir os efeitos do desenvolvimento de cancer de
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mama, intestino, figado, bexiga, pele e estbmago. Tem sido demonstrado em
estudos, que a atividade de varias enzimas, principalmente a topoisomerase |l
e as tirosina quinases, é inibida pela genisteina e, em alguns casos, por outras
isoflavonas. Outros estudos tém demonstrado propriedades anti-
carcinogénicas, anti-oxidativas, efeitos anti-estrogénicos e anti-proliferativos
das isoflavonas. Entdo, pode-se inferir que estas moléculas podem agir de
maneiras diferentes, promovendo a inibigdo da carcinogénese (MOLTENI et al.,

1995 apud ESTEVES e MONTEIRO, 2001).

3.3 Isoflavonas

As isoflavonas s&o consideradas uma classe de fitoestrogeno que
estdo presentes na soja e tem demonstrado alta atividade bioldgica. O grdo de soja
contém basicamente trés tipos de isoflavonas que se apresentam normalmente em
quatro diferentes formas, glicosiladas (daidzina, genistina e (glicitina); formas
acetilglicosiladas  (acetildaidzina,  acetilgenistina e  acetilglicitina);  formas
malonilglicosiladas (malonildaidzina, malonilgenistina e malonilglicitina) e na forma
estrutural ndo conjugada, aglicona (daidzeina, genisteina e gliciteina) (KUDOU et al.,
1991; WANG e MARPHY, 1994). A estrutura geral das isoflavonas pode ser

observada na Figura 01.
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OH

Figura 01- Estrutura geral das isoflavonas encontradas na soja (NURMI et al.,
2002).

A Tabela 02 apresenta os radicais e massa molar relativos da estrutura quimica das

isoflavonas representadas na Figura 01.

TABELA 02 - Radicais e massa molar das isoflavonas

Isoflavonas R4 R2 R3 g/mol
Malonildaidzina H H COCH,COOH 416
Acetildaidzina H H COCH3 502
Daidzina H H OH 458
Malonilgenistina  OH H COCH,COOH 432
Acetilgenistina OH H COCH3 518
Genistina OH H OH 474
Malonilglicitina H OH COCH,COOH 446
Acetilglicitina H OH COCH3 532
Glicitina H OH H 488

Fonte: NURMI et al. (2002)
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Devido a natureza fendlica, as isoflavonas s&o susceptiveis a
biotransformacao rapida em grupo hidroxil pela UDP-glucoronosiliransferase e
sulfotransferases na mucosa intestinal, figado e outros 6rgdos. No homem, as
agliconas sao absorvidas mais rapidamente e em maiores quantidades que seus
glicosideos (IZUMI et al., 2000). As isoflavonas glicosidicas s&o mais dificilmente
absorvidas pelo intestino quando comparados com as agliconas, por terem maior
massa molar e alta hidrofibicidade. Estudos tém demonstrado que as funcgdes
fisiologicas variam entre as isoflavonas. Por exemplo: em relacdo a agéo
anticancerigena, a genisteina tem sido estudada principalmente por inibir o
crescimento de células do cancer de prostata (ONOZAWA et al, 1998 apud LI-JUN,

YIN et al., 2004).

A forma malonil tem sido descrita como a principal isoflavona
constituinte das sementes de soja, embora ela seja termicamente instavel e
convertida em sua correspondente isoflavona glicosidica (KUDOU et al., 1991).
Em geral as concentragdes desses compostos diminuem com a intensidade do

processamento (MURPHY, 1992).

Em soja cru as trés formas de agliconas; genisteina, daidzeina
e (gliciteina sao encontradas na razdo de aproximadamente 6:3:1
respectivamente. A concentracdo de isoflavonas em soja n&o processada em

média é de 1,2-4,2 mg/100g, com grande variagcdo devido a variedade, ano de

colheita e localizagao do plantio (WANG e MURPHY, 1994).

As agliconas sao estruturalmente similares ao estrogénio e,
portanto, imitam as fun¢cdes do estradiol no corpo humano (SETCHELL e
CASSIDY, 1999 apud TSANGALIS et al., 2004). Por estas razdes as agliconas

tém sido associadas com a prevengdo e tratamento potencial horménio-
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dependentes. Estudos in vitro demonstram que as agliconas previnem as
transformacdes de células normais em pré-malignas, torna mais lenta a
proliferacdo celular e atenua a angiogénese (ANDERSON et al., 1999), sendo
que a biodisponibilidade das agliconas é maior que dos conjugados glicosideos
(KURZER e XU, 1997). A conversédo das formas glicosidicas em agliconas é
realizada pela acdo da enzima p-glicosidase, considerando que a
disponibilidade da enzima é limitada no organismo, a ingestdao de alimentos
com maiores concentragcdes de agliconas torna o processo de absor¢cao mais

rapido. A estrutura quimica da agliconas esta representada na Figura 02.

Figura 02 - Estrutura geral da aglicona (NURMI et al., 2002)

A Tabela 03 apresenta os radicais e massa molar das agliconas daidzeina,

genisteina e gliciteina.
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TABELA 03- Radicais e massa molar das formas de agliconas

Isoflavonas R R2 R3 g/mol
Daidzeina H H OH 254
Gliciteina OH H OH 270
Genisteina H OCHs OH 284

Fonte: NURMI et al. (2002)

3.3.1 Alteragoes nas isoflavonas durante o processamento

As condicbes de processamento da soja podem causar
mudangas no conteudo e no perfil das isoflavonas. Maceragéo, processamento
térmico e coagulacdo em produtos processados de soja tém sido reportados
por aumentar o conteudo de isoflavonas (WANG e MARPHY, 1996), porém séao
observadas, importantes perdas de isoflavonas, entre outros compostos, como
€ o caso do processamento do tofu, onde parte das isoflavonas sdo descartas
no soro. A estocagem é também conhecida por alterar o perfil de isoflavonas

em produtos de soja (KIM et al., 2005).

Estes estudos sugerem que diferengcas no processamento
afetam a funcionalidade de produtos de soja. Conjugados glicosideos de
isoflavonas foram convertidos para isoflavonas agliconas durante o
processamento através da enzima B-glicosidase (TODA et al., 2001; ARAUJO,

1997).

KAO et al.,, (2004) estudando a estabilidade de isoflavonas

glicosidicas durante o processamento do leite de soja e tofu observaram uma
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maior formacao de genisteina durante a maceracado, seguida de daidzeina e
gliciteina. O conteudo total de isoflavonas pode ser alterado com o emprego de
altas temperaturas através da conversdo das derivadas. Das quatro formas de
isoflavonas, somente as agliconas mostraram uma tendéncia ao aumento
durante a maceragao com o tempo e temperatura. Isto é devido a hidrélise dos
glicosideos realizada pela pB-glicosidase em soja durante a maceracdo (WANG
e MARPHY, 1996 apud KAO et al., 2004). Verificou-se em estudos, que o maior
rendimento de agliconas ocorreu durante a maceragéao a 45 °C do que 25 e 35
°C, podendo ser devido a enzima B-glicosidase possuir maior atividade,
proxima de 50 °C, e os niveis de agliconas aumentarem ao maximo nesta

temperatura pela hidrélise dos glicosideos.

O aquecimento causa uma mudancga no perfil de conjugados de
isoflavonas em produtos de soja. COWARD et al. (1998), relataram que o
cozimento e fritura de proteina isolada de soja e proteina vegetal texturizada
néo alteram o conteudo total de isoflavonas, mas muda o perfil individual de
isoflavonas devido a conversdao de conjugados malonil. A conversdo para
agliconas e o decréscimo em isoflavonas totais foram observados somente
quando os alimentos foram aquecidos excessivamente. Similarmente,
MAHUNGU et al., (1999), observaram que o calor seco durante a extrusédo em
produtos de soja aumentou os conjugados acetil e diminuiu os cojugados
malonil. No entanto, eles também observaram um decréscimo no conteudo total
de isoflavonas devido ao processamento por extrusdo. Embora as isoflavonas
sejam geralmente estaveis ao calor, FRANKE et al., (1999), verificaram um
decréscimo de 13 % no tofu cozido em relagdo ao tofu cru o que foi atribuido a

lixiviagao de isoflavonas para agua.
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3.3.2 Tratamento Hidrotérmico e pH

O tratamento hidrotérmico € capaz de aumentar o teor de
isoflavonas agliconas presentes na soja através da converséo de isoflavonas
glicosidicas pela agdo da enzima p-glicosidase. O efeito do pH do meio de
hidratacdo é também um fator de grande importancia para que ocorra o

aumento na concentragcdo de agliconas.

Embora limitados, sdo encontrados na literatura recente,
trabalhos que mostram o efeito do tratamento hidrotérmico sobre as isoflavonas
presentes na soja (GOES-FAVONI, 2002; CARRAO-PANIZZI et al., 2003).
GOES-FAVONI (2002) com o objetivo de aumentar o teor de genisteina em
farinha de soja realizou tratamento hidrotérmico em graos de soja inteiros a
50°C por 1, 4, 8, 12, 16, 20 e 24 horas. O teor de agliconas aumentou
concomitante ao aumento do tempo de hidratagdo, sendo que apos 24 horas o
teor de genisteina passou de 1,0 % para 33,0 % do teor total de isoflavonas.
Apdés 12 horas de hidratacdo, os teores de genisteina sofreram poucas
alteracdes, e levando-se em conta os custos numa escala industrial, foi
considerado o tratamento hidrotérmico a 50 °C por 12 horas o tratamento ideal
na elaboracdo de farinha de soja com maior teor da isoflavona genisteina

(GOES-FAVONI, 2002).

Em estudos realizados por CARRAO-PANIZZI et al. (2003),
utilizando tratamento hidrotérmico a temperaturas de 40, 50, 60 °C em gréos
de soja cultivados em locais diferentes, durante diferentes tempos de imersao
12 e 18 horas relata-se que grdos secos que nao sofreram tratamento

hidrotérmico apresentaram concentragdes totais de agliconas muito reduzidos.
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Apds o tratamento hidrotérmico as concentragbes de agliconas nos graos
aumentaram oito vezes. A 50 °C houve um maior desenvolvimento de
isoflavonas agliconas. A 60 °C a reducdo no teor de agliconas pode ser
decorrente a inativacdo das p-glicosidases. As concentracdes totais de
isoflavonas diminuiram ap6s tratamentos hidrotérmicos dos gréos por 18 horas.
As maiores concentracdes de daidzeina e genisteina foram observadas nos
tratamentos a 50 °C por 12 horas e a 40 °C por 18 horas. A hidrolise é tempo-
dependente e as B-glicosidases gradualmente perdem atividade. Sendo assim,
o tratamento hidrotérmico a 50 °C por 12 horas é o mais eficiente no

desenvolvimento de isoflavonas agliconas.

UNGAR et al. (2003), analisando a estabilidade térmica da
genisteina e daidzeina e seus efeitos na atividade antioxidante verificaram o
efeito do pH alcalino (pH 9,0) e pH neutro (pH 7,0) em temperatura de 120 °C.
Em solucao alcalina a concentracdo de genisteina foi reduzida para 60 % uma
vez que a daidzeina foi menos afetada pelo tratamento térmico e uma menor
reducéo foi observada. Diferentemente em pH neutro, a daidzeina foi menos
estavel do que a genisteina, e a concentragcao diminuiu para 40 % comparando-
se com 22 % para a genisteina. Neste mesmo estudo observou-se que a perda
de daidzeina e seus conjugados (44 %) foram maior que para a genisteina (33
%). A razdo de degradacdo da daidzeina, para ambos os valores de pH, foi
mais elevada do que a genisteina. Aparentemente, a daidzeina é mais

termosensivel do que a genisteina em altas temperaturas.

BARBOSA et al. (2006), realizaram estudos verificando a
influéncia do pH na solubilidade das isoflavonas. Observaram que as

isoflavonas mostraram maior solubilidade em solugdo aquosa em pH na faixa
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de 2-10 (73-93 % da quantidade solubilizada em etanol). Uma menor
solubilidade de isoflavonas foi observada em pH entre 4 e 6. Para pH > 8, a
reacdo de malonilagdo parece ser mais favorecida. Malonil-B-glicosideo
diminuiu em torno de 50 % (pH 8,0) e para 36 % (pH 10), enquanto que B-
glicosidase aumentou proporcionalmente de 43 % (pH 8,0) para 57 % (pH 10)
nas isoformas totais. As formas acetil-p-glicosidase e agliconas mostraram

pequena variagao.

3.2 Enzima B-glicosidase

As pB-glicosidases compreendem um grupo heterogéneo de
enzimas que sdo capazes de quebrar as ligagdes de di e/ou oligossacarideos,
ou outros conjugados de glicose. Participam de processos biolégicos como:
degradagédo de biomassa celuldsica, hidrélise de glicolipideos, cianogenese e
modificacdo de metabdlitos secundarios (ESEN, 1993). Em plantas, a atividade
da enzima p-glicosidase envolve processos de compartimentalizagcédo e
atividade de fitohorménios (KLECZKOWSKi e SCHELL, 1995), mecanismos de
defesa contra micrdbios, insetos ou plantas parasiticas (BELL,1981;
POULTON, 1990; PHILLIPS e STREIT,1996), desenvolvimento floral e
pigmentacdo (HARBORNE e MABRY, 1992; KOES et al., 1994), possuem
também funcado de lignificacdo e decomposicdo da parede celular (HOSEL et

al. 1978; LEAH et al., 1995). Varias B-glicosidases originarias de plantas
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possuem especificidade pelo substrato, tendo seletividade especifica para com
saponina (INOUE e EBIZUKA, 1996), hidrojuglone (DUROUX et al., 1998),
cinamilalcool (DHARMAWARDHANA et al., 1995), glicosideos cianogénicos
(CONN, 1993), flavonas (MAIER et al., 1993) e isoflavonas (HOSEL e BARZ,
1975). A enzima tem alta atividade especifica com genisteina/daidzeina 7-O-
glucosil 6”-O-malonato (MGD e MGG), com baixos valores de kpe alta Kcat.

(MING-CHING e TERRENCE, 2001 ).

Foi encontrado um aumento de daidzeina e genisteina pela acao
da B-glicosidase durante o processamento do leite de soja. A forma aglicona
possui sabor mais intenso e desagradavel que a forma glicosidica (ARAI et al.,
1966, OKUBO e TAKAHASHI, 1983 apud ARAUJO et al., 1997). Extratos da
parede celular do gréao de soja contém pelo menos duas enzimas com atividade
de B-glicosidase (CLINE e ALBERSHEIM, 1981 apud ARAUJO et al., 1997).
Uma delas possui somente atividade de B-glicosidase e a outra, além desta,
possui a de B-glucanase. Essa ultima é responsavel por 35 % da atividade total

de B-glicosidase, sendo denominada B-glucosilase (ARAUJO et al., 1997).

A B-glicosidase encontrada em tecidos celulares da soja tem
massa molar de 45.000 g/mol, faixa de pH entre 5,2-6,0 e Pl= 4,2-4,4, sendo
50 °C sua temperatura 6tima de hidrolise (HOSEL e TODENHAGEM, 1980

apud ARAUJO et al., 1997).

A formacgao de isoflavonas agliconas pode ser reduzida pela
utilizacdo de inibidores no controle da atividade de B-glicosidase, esperando-
se, conseqientemente, que o sabor amargo e adstringente nos produtos

derivados da soja seja menos intenso. O inibidor competitivo mais potente de
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B-glicosidase ¢é a d-glicona-1,5-lactona, ou &-lactona (TAKAHASHI e
MATSUMOTO, 1963 apud ARAUJO et al., 1997). Em meio aquoso, 1,5-lactona
€ convertida em acido glucdonico e 1,4-lactona, sendo esta converséo
dependente do pH, da temperatura e do tempo de estocagem da solugéo
(HEIYWORTH e WALKER, 1962, REESE e PARRISH, 1971 apud ARAUJO et

al., 1997).

ARAUJO et al., (1997) verificaram em seus experimentos a agéo
da B-glicosidase sobre o p-NPG (p-nitrofenil) durante a imersdo da soja em
agua, medindo o p-nitrofenol liberado. Com os resultados obtidos concluiram
que a daidzeina e genisteina foram formadas a partir da hidrélise das
isoflavonas glicosidicas pelas B-glicosidase durante a imersdo dos gréaos em
agua. Para controlar a hidrélise das isoflavonas glicosidicas durante a imerséo,
foi adicionado o inibidor competitivo de B-glicosidase, a glicona-é-lactona. A
formacdo de daidzeina e genisteina, que aumentaram durante a imersdo em

agua, foi inibida pela adigao de glicona-3-lactona.

MATSUURA e OBATA (1993) em seus estudos caracterizaram a
enzima p-glicosidase e a relacionaram com a hidrélise das isoflavonas
glicosidicas, daidzina e genistina, durante o processamento de soja.
Purificaram a enzima a partir de material cru de soja, contendo cerca de 83 %
do total de B-glicosidase ativa. A recuperacgéo foi de 65 % da enzima. O efeito
do pH na atividade da enzima foi investigado também utilizando p-NPG e
tampao citrato-fosfato de pH 3,5 a 8,0. O pH 6timo encontrado foi de 5,5 e o pH
de atividade de 4,3-7,0. A estabilidade térmica da enzima também foi medida

para pH 5,5 durante 5 minutos em varias temperaturas. A perda de atividade da
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enzima foi gradual, 80 % da atividade permaneceu a 55 °C e inativada a 60 °C.
A atividade da enzima foi inibida pela D-glucona-é-lactona que é conhecida

como o inibidor mais competitivo da p-glicosidase.

LI-JUN et al. (2004) verificaram a mudanca da atividade da
enzima p-glicosidase durante a fabricagdo do sufu (tofu fermentado),
observando uma menor atividade da enzima no tofu, que é significativamente
aumentada durante a fermentacdo. Embora a hidrolise das isoflavonas
glicosidicas para agliconas fossem causadas pela B-glicosidase em soja,
muitas das enzimas tinham sido presumidamente inativadas pelo tratamento
térmico durante o preparo do tofu. A conversédo dos glicosideos em agliconas
deveu-se a hidrélise pelas B-glicosidases durante a fermentacédo do tofu. Uma
menor atividade da enzima no tofu foi detectada neste estudo. O conteudo de
NaCl no tofu também influencia a atividade da enzima. Quanto maior a
concentracao de NaCl a atividade da B-glicosidase tende a diminuir, impedindo
a acao da enzima e, conseqUentemente, reduzindo a conversdo das

isoflavonas glicosidicas em agliconas.

3.4 Processo de Separagcao com Membranas

Os processos de separagdo com membranas envolvem a
utilizacdo de membranas sintéticas porosas. A principal funcdo da membrana é

atuar como barreira seletiva, permitindo a passagem de certos componentes de
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uma mistura e retendo outros. Sua seletividade esta relacionada com as
dimensdes das moléculas ou particulas de interesse de separac¢éo, ao tamanho
do poro, a difusividade do soluto na membrana e as cargas elétricas
associadas (CHERYAN, 1998 apud METHA e ZIDNEY, 2005). Os principais
processos de separagcdo com membranas sao representados pela

microfiltragcao, ultrafiltrag&o, nanofiltragéo, osmose inversa e eletrodialise.

Com relagao ao tamanho dos poros, as membranas de osmose
inversa sdo as mais restritivas, enquanto as de microfiltracdo sdo as menos
restritivas. A osmose inversa é utilizada na retencao de ions metalicos, sais em
solugcdo e acucares de baixa massa molar, enquanto a microfiltracdo é
normalmente utilizada para remover particulas em suspensido e células em
processos fermentativos e na clarificacéo de liquidos. A ultrafiltracado € utilizada
atualmente para a concentracdo de uma série de produtos protéicos, incluindo
terapéuticos recombinantes, enzimas industriais e para clarificacdo de uma
variedade de bebidas (VAN REIS e ZYDNEY, 1999; WANG, 2001 apud MEHTA

e ZIDNEY, 2005).

A nanofiltracdo vem sendo muito utilizada, principalmente na
ultima década, na concentracdo de compostos de baixa massa molar ao redor
de 100 a 1000 g/mol, como sais organicos/inorganicos (XU e LEBRUN, 1999;
VAN DER BRUGGEN et al., 2000), aminoacidos e peptideos (MARTIN-ORUE
et al., 1998), tintas (JIRARATANANON et al., 2000) e compostos organicos
volateis (DUCOM e CABASSUD, 1999; WANG et al., 2002). Essas membranas
recebem esse nome devido ao baixo ponto de corte, sendo de um nandmetro

de didametro (ERIKSSON, 1988). A diferenca entre os processos em relagcao ao
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tamanho das particulas pode ser verificada no espectro de separacao

apresentado na Figura 03.
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Figura 03 - Espectro de separacao em relagcdo ao tamanho das particulas dos
processos de microfiltracdo, ultrafiltracdo, nanofiltracdo, osmose inversa e

troca i6bnica (MIERZWA e HESPANHOL, 2005 )

A primeira vista, os processos de separagdo com membranas

poderiam ser comparados com os processos de filtracdo convencional,

contudo, varias caracteristicas fazem com que estes processos sejam distintos,

devendo se destacar os seguintes:

fuxo da solugéo a tratar é paralelo as membranas, ou seja,

ndo €& necessario que todo o efluente a ser tratado passe

através da membrana;
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= além de serem separadas particulas sélidas de pequenas
dimensdes, compostos organicos e inorganicos dissolvidos

também podem ser separados;

. a pressdo de operacao dos sistemas de separacédo por
membranas € significativamente maior que nos processos

de filtracdo convencional.

Devido ao fato dos processos de separagdo com membranas
operarem com um fluxo paralelo as membranas, a operagao de sistemas de
tratamento que usam esta tecnologia irdo produzir duas correntes distintas: a
que passou através da membrana, da qual foram removidos os contaminantes
ou compostos de interesse, chamada de permeado e a corrente que contém o
material concentrado, que é denominado de retentado. No sistema de filtragao
convencional, o escoamento do fluido (liquido ou gasoso) é perpendicular a
superficie da membrana. Isso provoca o depésito dos solutos sobre a mesma,
sendo necessario a interrupgdo do processo para limpeza ou substituicdo do
filtro. Devido a alta velocidade ocorre o arraste dos solutos que tendem a
acumular na superficie, o que torna esse processo mais eficiente (PAULSON et
al., 1984 apud RIBEIRO et al. 2005). A Figura 04 mostra a comparagcéo entre

os dois sistemas de filtragéo.
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Figura 04 - Diferenca entre a filtragdo convencional e filtragdo tangencial (CHERYAN,
1998)

Algumas das aplicagdes comerciais utilizando o método de separagao
com membranas podem ter aplicagbes em processos como: producéo de nitrogénio;
tratamento de agua residuaria; recuperacdo de agua de lavagem, proteinas de
semantes de oleaginosas; clarificacdo de sucos e bebidas; concentragdes de leite,
soros e ovos; industria téxtil; industria mecanica.

Recentemente, a tecnologia de separagcdo com membranas tem
sido empregada com consideravel interesse no processamento de produtos de
soja. A concentragédo ou fracionamento de proteinas de soja sdo exemplos de
aplicacédo destes processos com vantagens em relagcdo aos métodos
tradicionais. A principal vantagem é a nédo necessidade de se utilizar produtos
quimicos e no caso da producéo do tofu a proteina do soro agora, ser parte do
produto final, resultando em um maior rendimento e propriedades funcionais
superiores do produto ultrafiltrado de soja. No entanto, um sério problema

durante o processo € o “fouling” da membrana, especialmente no
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processamento de liquidos que contenham proteinas. (KUBERKAR e DAVIS,
2001; NOORDMAN et al., 1999 apud NOORDMAN et al., 2003). Existem
poucos artigos publicados que discutem os aspectos da engenharia de

processo nesta aplicagao.

NOORDMAN et al. (2003), utilizaram membranas tubulares de
polisulfona para ultrafiltracdo, com o objetivo de concentrar extrato aquoso a
partir de farinha de soja desengordurada. Tanto proteinas quanto particulas
insoluveis foram concentradas. Verificou-se, também, que particulas sélidas
tém um efeito positivo no fluxo permeado. Com isso uma maior concentragcao
pode ser alcancada de extrato com particulas suspensas comparada com
extrato livre de particulas. As particulas sdo capazes de limpar as membranas

podendo ter um efeito positivo na reversibilidade do fouling.

KIM et al. (2003) investigaram, sob varias condigcdes, a
otimizacao da extracao de oligossacarideos de farinha de soja desengordurada
utilizando processo de ultrafiltracdo, sendo verificado que s&o obtidas maiores
concentracdes de oligossacarideos através da eliminacdo de proteinas do
extrato de farinha de soja desengordurada removidos através do processo de
ultrafiltracdo. O sistema de ultrafiltracdo mostrou-se eficaz no pré-tratamento
antes da concentracdo e purificacdo do extrato de farinha de soja

desengordurada.

No caso das isoflovonas da soja, o processo de separagdo com
membranas foi utilizado no trabalho de XU et al. (2004), o qual teve como
objetivo recuperar as isoflavonas da agua de descarte do processamento de
extrato hidrossoluvel de soja. Uma combinagdo de diafiltracdo com

ultrafiltracéo foi utilizada para separar as isoflavonas das proteinas e outros
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componentes. Foi utilizado inicialmente diafiltracdo do extrato desengordurado,
em seguida o permeado foi ultrafiltrado e, logo ap6s, concentrado o permeado
da ultrafiltragédo por osmose inversa. Como resultado foi obtido um rendimento
de aproximadamente 50 % da quantidade total de isoflavonas, que poderia ser

desidratada e adicionada em produtos a base de isoflavonas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Soja

Nos experimentos foi utilizado o cultivar de soja IAC-18,
produzido na regido de Erechin, RS, na safra de 2003 e gentilmente cedido

pela EMBRAPA-SOJA (Londrina- PR).

4.1.2 Reagentes
Os reagentes utilizados na preparagao dos tampdes foram:

o Acido citrico monohidratado - Synth PM:210,14Fosfato de so6dio

Caal PM:137,99
e Carbonato de sodio - Caal PM:105,99
e p-nitrofenil (p-NPG) - Sigma
e Padrao albumina de soro bovino (BSA) - Sigma
e Hidroxido de sédio — Dindmica
e Sulfato de cobre pentahidratado - Mallinckrodt PM:249,68
e Tartarato de sédio - Synth PM:230,08

e Reativo Folin-Ciocalteau - Dinamica
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e Etanol - Mallinckrodt
e Acido acético - Nuclear

e Hexano — Nuclear

4.1.3 Membranas Comerciais

Membranas comerciais de nanofiltracdo (FILMTEC™ NF90-400) foram
preparadas a partir de poliamida e acetato celulésico e (FILMTEC™ NF) a partir de
polipiperazina. As membranas de nanofiltragdo possuem ponto de corte de 200 a 600
g/mol. A membrana de ultrafitracédo foi preparada no LABSEM (Laboratério de
Processos de Separagédo com Membranas), a partir de PVDF com ponto de corte da
ordem de 40.000 g/mol (retencéo de 90 % de BSA). A membrana de osmose inversa

(FILMTEC™) foi preparada a partir de poliamida com rejeicdo de 99% a NaCl.



4.1.4 Equipamentos e Dispositivos Utilizados nos Experimentos

4.1.4.1 Célula de Filtracéao
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Figura 05 — Desenho esquematico da célula de filtracdo utilizada nos

experimentos

4.1.4.2 Equipamentos Utilizados nos Experimentos

= Banho termostatico - Nova Técnica modelo Banho Dubnoff

= Cilindro de nitrogénio — White Martins

=  Moinho - Toastmaster

= Estufa de ar ventilada - Fanem modelo 320-SE

= Balanga analitica — Scientech modelo SA 210



41

=  Forno industrial - Dako

= Forno mufla — EDG equipamentos modelo FI -15

» Liquidificador — Arno

= Batedeira planetaria — Arno

= pHmetro — Digimed modelo DM 20

= Peneiras — Bertel modelo USS 35 - ABERT.EM mm 0,50-

Tyler 32

» Espectrofotémetro — Cecil modelo 3000 Series

= Cromatoégrafo — Waters

= Camara fria - T (£20°C)

Centrifuga - Centrifuge 5417R

4.2 Métodos

4.2.1 Tratamento Hidrotérmico

Baseando-se no trabalho desenvolvido por GOES-FAVONI
(2002), porém testando outras condi¢gdes de tratamento, grédos de soja inteiros
e farinha de soja foram submetidos a tratamento hidrotérmico por 15 horas a 50
°C em diferentes pH: 3,5, 4,5, 5,5, 6,0, 6,5 e 7,5, no intuito de verificar a

influéncia do pH na formacao de agliconas. Esta temperatura é considerada
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ideal para a atividade da enzima p-glicosidase, que €& responsavel pela

converséo dos glicosideos em agliconas.

Para cada pH, utilizaram-se 100 gramas de soja e 300 mL de
tampéo, tanto para o grao inteiro como para a farinha, que foram mantidos em
banho-maria na temperatura e tempo de processo. Apdés o tratamento
hidrotérmico, as amostras foram transferidas para uma estufa com circulagao
de ar a temperatura de 45 °C por 24 horas. O fluxograma de processo de

obtencao da farinha hidratada pode ser observado na figura 06.

Tratamento hidrotérmico
(50 °C/15hrs)

v

Farinha de soja

'

Sementes de soja

'

Secagem (45 °C/24hrs)

'

Triturac&o

'

Farinha de soja
hidratada

;

Armazenamento

|

Analises

Figura 06 - Fluxograma para obtencéao da farinha de soja hidratada
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4.2.2 Determinagédo do Teor de Isoflavonas

O teor de isoflavonas foi determinado conforme procedimento
descrito por KUDOU et al. (1991) e KITAMURA et al. (1991). Utilizou-se uma
coluna de fase reversa (YMC- Pack ODS- AM, didametro 250x 4,6 mm, S-5 um,
120A) no mobdulo de separacdo Waters 2690, com injetor automatico de
amostras. A eluicdo de cada amostra foi realizada por 40 minutos sendo a fase
movel formada por um gradiente de acetonitrila com 0,1 % de acido (solvente
A) e agua com 0,1 % de acido acético (solvente B). Para detecgdo das
isoflavonas foi utilizado detector de Arranjo de Diiodo Waters 996, ajustado

para comprimento de onda de 260 nm.

A solucéo padréo utilizada na analise foi formada pela mistura
dos padrdes de daidzina, daidzeina, genistina e genisteina (®Fujicco). Esta
solucéo foi preparada com etanol 70 % contendo 0,1 % de acido acético e
0,0125 mg/mL de cada padrédo. As formas malonil sdo estimadas através de

calculo disponiveis no proprio software do equipamento.

As analises para pesquisa de isoflavonas foram determinadas para: a-
farinha e graos inteiros hidratados em diferentes pH (3,5; 4,5; 5,5; 6,0; 6,5; 7,5); b- na
farinha hidratada com e sem a presenca de inibidor glucona-é-lactona; c- apés
tratamento térmico de bolos e biscoitos d- na torrefacdo de farinha de soja hidratada
em pH 6,0 (determinou-se este pH de hidratacdo da farinha de soja devido ao maior
teor de agliconas formado) e no permeado da nanofiltragdo e osmose inversa. Todas
as amostras foram desengorduradas antes das analises para determinacéo do teor de

isoflavonas.
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4.2.3 Unidade De Atividade Especifica (UAE) Da Enzima B-Glicosidase

Para obtencdo do valor da unidade de atividade especifica
(UAE) previamente determinou-se a unidade de atividade enzimatica e o teor
de proteinas soluveis das amostras, para posterior calculo realizado através da

Equacao 01.

UAE= UA/mg de proteinas Equacao 01

4.2.3.1 Unidade de Atividade Enzimatica (UA)

Para a determinagcdo da atividade da enzima p-glicosidase,
utilizou-se a metodologia de MATSUURA & OBATA (1993). Esta técnica
baseia-se na medicdo da absorbancia do para-nitrofenol (p-NP) liberado pela

acdo da enzima a partir do para-nitrofenil B-D-glicopiranosideo.

Inicialmente, extraiu-se a enzima com tampéo citrato 0,05M (pH
4,5) contendo NaCl 0,1 M. A extracdo da enzima foi realizada por 1 hora a
temperatura ambiente. Como substrato da enzima p-glicosidase utilizou-se (p-

NPG) em tampao fosfato-citrato 0,1 M (pH 5,0).

Utilizaram-se 2 mL do substrato apds incubagdo em banho-maria
por 10 minutos a 30 °C. Acrescentou-se 0,5 mL da enzima extraida e mantida
em banho-maria a 30 °C por 30 minutos. Apo6s, a reacdo foi interrompida
adicionando 2,5 mL de carbonato de sédio 0,5 M. Imediatamente fez-se a
leitura espectrofotométrica a 420 nm. A curva de calibragdo foi preparada a

partir do p-NPG em concentragdes de 5 a 300 uM.
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As concentragbes da enzima em cada amostra foram expressas
em uM. Apéds graficar os dados, determinou-se a atividade enzimatica a partir
da equacao da reta, substituindo o valor de y pelo valor da absorbancia da

amostra.

4.2.3.2 Proteinas Soluveis

O teor de proteinas soluveis foi determinado pelo método de
Lowry et al. (1951). Inicialmente, extraiu-se a enzima e, em seguida,
adicionaram-se 5 mL da mistura reativa (Reativo A— Carbonato de So6dio 2 % e
Hidréxido de Sodio 0,4 %, Reativo B- Sulfato de Cobre pentahidratado 2 % e
Reativo C- Tartarato de Sédio 4 %). Todos os reativos foram preparados em
agua destilada. Apds a adicado da mistura deixou-se em repouso por 10 minutos
e em seguida adicionou-se 0,6 mL de reativo Foulin-Ciocalteau, deixando em

repouso por 30 minutos e fazendo a leitura espectrofotométrica a 660 nm.

A curva de calibracédo foi feita a partir de Padrdo albumina de

soro bovino (BSA), agua destilada, Mistura Reativa e Folin-Ciocalteau.

4.2.4 Determinagcdo Da UA E UAE Da Enzima pB-Glicosidase Nos

Experimentos

A Unidade de Atividade Enzimatica (UA) é definida como a
quantidade de enzima que libera 1 umol de substrato por minuto. A Unidade de
Atividade Especifica (UAE) é definida como a quantidade de atividade

enzimatica por miligrama de proteina (UAE=UA/mg).
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Determinou-se a unidade de atividade enzimatica (UA) e a
unidade de atividade especifica (UAE) nas amostras de farinha de soja obtida
de graos de soja triturados hidratados em tampé&o citrato-fosfato nos pH: 3,5;

45:55;6,0;6,5;7,5.

A acao da enzima pB-glicosidase na presenga ou auséncia de
inibidor glucona-s-lactona foi verificada na farinha de soja hidratada em pH 6,0.
Este inibidor foi selecionado por ser considerado o mais potente inibidor da

enzima p-glicosidase (TAKAHASHI e MATSUMOTO, 1963).

No primeiro experimento, sem adicado de inibidor, utilizaram-se
100 gramas de farinha de soja com 300 mL de tampéo citrato-fosfato em pH
6,0 que foram mantidos em banho-maria a 50 °C e retiradas amostras, de
aproximadamente 12 gramas, nos intervalos de tempo de 15, 30, 120, 240,
480, 720 minutos. As amostras foram levadas a estufa de ar a 45 °C por 24

horas.

No segundo experimento, utilizou-se o mesmo procedimento,
adicionando-se na amostra 100 mg do inibidor glucona-s-lactona antes do
tratamento hidrotérmico e retirando as amostras nos mesmos intervalos de
tempo do experimento sem inibidor. Determinaram-se a unidade de atividade
enzimatica (UA) e o teor de proteinas soluveis, para calculo da unidade de

atividade especifica (UAE) das amostras nos dois experimentos.

Apdés determinagdo da acado da enzima p-glicosidase na
presenca e auséncia de inibidor glucona-é-lactona, utilizaram-se 20 gramas de
farinha hidratada com 60 mL de tampdo 6,0, adicionando-se maiores

quantidades de inibidor para cada experimento: 100, 400, 1600, 2800 mg. As
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amostras foram mantidas em banho-maria a 50 °C nos seguintes intervalos de
tempo: 120, 240, 480 e 720 minutos. Em seguida, foram levados a estufa de

circulagao de ar a 45 °C por 24 horas e trituradas.

Em todos os experimentos citados foram determinados a
unidade de atividade enzimatica (UA) e o teor de proteinas soluveis para

calculo da unidade de atividade especifica (UAE).

4.2.5 Estabilidade Térmica De Isoflavonas Em Produtos Alimenticios.

Decidiu-se por utilizar nos experimentos farinha de soja
hidratada com maior teor de agliconas, obtida em pH 6,0. Serdo empregadas
na determinacao da estabilidade dos produtos: bolo (assado a temperaturas de

175 e 210 °C) e biscoitos (assados a temperatura de 150 °C).

Os ovos, o 6leo, o suco de laranja e o acgucar foram
homogeneizados em liquidificador por 3 minutos em velocidade média. Logo
apos a mistura, a massa foi colocada num recipiente e adicionada de farinha de
trigo e farinha de soja previamente peneiradas e misturadas com auxilio de
uma espatula. Adicionou-se o fermento e prosseguiu-se com a mistura até
completa homogeneizagcdo da massa. Em seguida, foi acondicionada em forma
e levada ao forno pré-aquecido por 15 minutos a 180 °C e assada por 35
minutos (MANDARINO et al., 2003). A formulagdo do processo de preparo do

bolo com farinha de soja hidratada pode ser vista na Tabela 05.
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Bolo de laranja com farinha de soja hidratada

Ingredientes g %
Farinha de trigo 300 22,14
Farinha de soja hidratada 140 10,33
Acucar refinado 420 31,00
Suco de laranja 225 16,60
Oleo de soja 105 7,75
Ovos 150 11,07
Fermento biolégico 15 1,11
Total 1.355 100

Fonte: MANDARINO et al. (2003)

Para o preparo do biscoito foram adicionados aos ingredientes,

farinha de soja hidratada com maior teor de agliconas (pH 6,0). Para analise do

teor de isoflavonas, foram utilizadas amostras do biscoito cru e assados a

temperatura de 150°C.

Na batedeira foram adicionados os ingredientes (ovos, acgucar e

margarina), seguidos de farinha de soja hidratada, o polvilho e o coco ralado e

misturados até homogeneizagdo. A massa foi aberta sobre uma superficie lisa

e cortada com o auxilio de um molde circular. As pecas foram dispostas sobre

uma assadeira e levadas ao forno a temperatura de 150°C por 10 minutos
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(MANDARINO et al., 2003). A formulagcéo utilizada para a preparagao do biscoito

é mostrada na Tabela 06.

TABELA 06 - Formulagéo de biscoito com farinha de soja hidratada

Biscoito com farinha de soja hidratada

Ingredientes g %
Polvilho doce 395 33,33
Farinha de soja hidratada 190 16,03
Acucar refinado 295 24,89
Coco ralado 100 8,43
Margarina 100 8,43
Ovos 105 8,86
Total 1185 100

Fonte: MANDARINO et al. (2003)

4.2.6 Estabilidade Térmica De Isoflavonas Em Farinha De Soja Hidratada

Foram determinadas também as alteragbes sofridas pelas
isoflavonas em farinha de soja hidratada submetida a torrefagéo. Utilizaram-se
135 gramas de farinha de soja com maior teor de agliconas (pH 6,0), sendo
distribuidas em amostras de 15 gramas para cada intervalo de tempo e
temperatura. As temperaturas testadas foram de 140 e 180 °C e tempos de 10,
30 e 50 minutos. As temperaturas e tempos de processo foram escolhidos

aleatoriamente.
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No aquecimento a 140 °C as amostras foram mantidas em estufa
durante os intervalos de tempo de 10, 30 e 50 minutos. Para as temperaturas
de 180 °C o experimento foi realizado em forno mufla nos mesmos intervalos
de tempo citados para a temperatura de 140 °C. Apds os tratamentos térmicos
as amostras sofreram choque térmico em banho de gelo. A farinha de soja
hidratada submetida a torrefacéo foi desengordurada para posterior analise de

determinacao do teor de isoflavonas.

4.2.7 Concentragao De Isoflavonas Utilizando Processo De Separagdo Com

Membranas

As filtragbes com membranas foram realizadas com extrato

etandlico obtido a partir da farinha de soja hidratada conforme mostrado na

Figura 07.
EXTRACAO DE .| CENTRIFUGACAO .|  FILTRAGEM
ISOFLAVONAS g g
SECAGEM EXTRATO
ETANOLICO
TRATAMENTO MEMBRANAS
HIDROTERMICO

CONCENTRADO

FARINHA DE DE ISOFLAVONAS
SOJA

Figura 07 - Fluxograma do processo de obtengao de extrato etandlico utilizado
para a concentragdo com membranas
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A clarificacdo e concentracdo das isoflavonas do extrato
etandlico, obtido a partir de farinha de soja hidratada em pH 6,0, considerada
com maior teor de agliconas, foram realizadas por ultrafiltragcdo, nanofiltragcao e
osmose inversa. Foram utilizados trés tipos diferentes de membranas de
nanofiltragdo, NF-UFSC, NF e NF-90 e um tipo de membrana de ultrafiltragdo e

osmose inversa, diferindo o ponto de corte da membrana.

O extrato foi obtido a partir de 250 g de farinha de soja hidratada
em pH 6,0 adicionado de 1000 mL da mistura (70 % etanol + 0,01 % de &acido
acético). Apdés agitagcdo, a solugdo permaneceu em repouso por
aproximadamente 15 horas. O sobrenadante, com volume aproximado de 900

mL foi utilizado para a concentragdo com membranas.

4.2.7.1 Ensaios de Ultrafiltragcao

Foram ultrafiltrados 100 mL de extrato etandlico, contendo as
isoflavonas, obtidas a partir da farinha de soja hidratada. A membrana utilizada
foi preparada no LABSEM (Laboratério de Processos de Separagcdo com
Membranas), a partir de PVDF com ponto de corte da ordem de 40.000 g/mol
(retencé&o de 90 % de BSA). A ultrafiltragcéo foi conduzida a pressao de 1 bar e
temperatura ambiente (20 — 22°C). O permeado da ultrafiltracdo foi reservado

para posterior nanofiltragéo.
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4.2.7.2 Ensaios de Nanofiltragao

Foram nanofiltrados 40 mL do permeado obtido da ultrafiltracéo.
Este permeado foi somente nanofiltrado na membrana NF-UFSC. A
nanofiltracdo foi conduzida a presséo de 5 (£ 0,5) bar e temperatura ambiente

(20 — 22 °C).

Um volume de 40 mL do extrato etandlico bruto, ndo ultrafiltrado,
foi nanofiltrado utilizando-se a membrana NF, de material polipiperazina com
ponto de corte de 200 a 600 g/mol. A nanofiltragao foi conduzida a pressao
inicial de 5 bar e elevada para 6 bar ao final do processo, a temperatura

ambiente (20 — 22 °C).

Finalmente um volume de 20 mL de extrato etandlico bruto, ndo
ultrafiltrado, foi nanofiltrado utilizando-se a membrana NF-90 obtida a partir de
poliamida e acetato celulésico com ponto de corte de 200 a 600 g/mol. A
nanofiltracao foi conduzida a pressao de 7 bar e a temperatura ambiente (20 -

22 °C).

4.2.7.3 Ensaio de Osmose Inversa

Foi testada apenas uma membrana no processo de osmose
inversa obtida a partir de poliamida, com rejeicdo a NaCl de 99 %. O volume
utilizado para a filtragcéo foi de 20 mL de extrato bruto etandlico. O processo foi

conduzido a pressao de 7 bar e a temperatura ambiente (20 — 22 °C).

As amostras brutas, bem como os retentados da nanofiltracao e

osmose inversa foram analisados para determinagao do teor de isoflavonas.
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4.3 Analises Estatisticas

Os experimentos com membranas foram realizados no LABSEM
e os demais na EMBRAPA-SOJA (Empresa Brasileira de Pesquisa

Agropecuaria) em Londrina-PR.

Realizou-se uma analise exploratéria dos dados de todos os
experimentos, a fim de avaliar a qualidade dos dados, do ponto de vista do
delineamento adotado em cada caso. Foram realizadas analises de variancia
(ANAVA) assim como a analise da distribuicdo de seus residuos, através do
método grafico e pelo teste de Shapiro & Wilk (1965) para verificar,
respectivamente, sua aleatoriedade e a normalidade de sua distribuicdo. Os
testes de Burr & Foster (1972) e Tukey (1949) foram usados para testar a
homogeneidade das varidncias dos tratamentos e a aditividade dos efeitos de

cada modelo, respectivamente.

4.3.1 Teor de isoflavonas

Diferentes pH de tratamento hidrotérmico.

Este experimento foi conduzido e analisado seguindo-se o
esquema fatorial, com fatores: grao inteiro e farinha, pH (3,5; 4,5; 5,5; 6,0; 6,5;
7,5), num delineamento inteiramente casualizado, com trés repeticdes. Quando
a ANAVA indicou interacédo entre os efeitos tipo de preparo de grdo e pH, o
desdobramento da interacao foi realizado e a curva de regresséo entre pH e

isoflavonas foram obtidos em cada nivel do fator (gréo inteiro e farinha), isto €,
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foi construida uma curva de regressédo para o pH e os teores de isoflavonas
medida no gréo inteiro e farinha. Para cada modelo de regress&o apresentou-
se o respectivo coeficiente de determinagdo (R?), que é um indicador da
qualidade do modelo. A interpretacéo do R? permite saber qual o percentual da
variagdo no pH. Em situagdes onde todos os fatores que interferem nas
quantidades de isoflavonas fossem devidamente controlados e o modelo
escolhido é o mais adequado, espera-se valores de R? proximos de 100%.
Contudo, pode ocorrer que R? ndo seja muito elevado, mesmo o modelo
estando adequado, visto que é dificil controlar todas as interferéncias externas
e além disto poderia haver outros fatores que atuaram nas quantidades

encontradas e que nao foram considerados.

Farinha hidratada com e sem a presenca de inibidor glucona-d-lactona

Para analise deste experimento utilizou-se esquema fatorial com os fatores:
inibidor (com e sem) e tempo (0, 120, 240, 720 e 960 min) num delineamento
inteiramente casualizado com trés repeticdes. O teste de analise de variancia indicou
interacdo entre os efeitos (inibidor e tempo). Com isto, realizou-se o desdobramento
desta interacao e a curva de regresséo para tempo e teor de agliconas foram obtidos
para com e sem inibidor. Foi construida uma curva de regressao para o tempo e os

teores de agliconans medido nas condigbes (com e sem) inibidor.
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Tratamento térmico de bolos e biscoitos

Para analisar este experimento utilizou-se experimento em blocos
casualisados com duas repeti¢cdes. O teste de contraste indicou que nédo ha diferengas

significativas entre os efeitos bolos e biscoitos em todas as condi¢bes testadas.

4.3.2 Unidade de Atividade Especifica (UAE)

Diferentes pH de tratamento hidrotérmico

A andlise estatistica da UAE em diferentes pH de hidratacéo foi
conduzida num delineamento inteiramente casualizado, com duas repeticdes. A
ANAVA determinou interacao entre os pH. O desdobramento da interagcao foi
realizado e a curva de regresséao foi obtida em cada nivel do fator pH, isto &, foi
construida uma curva de regressado para o pH e a UAE medida na farinha

submetida a tratamento hidrotérmico.

Farinha de soja submetida a tratamento hidrotérmico em diferentes intervalos de

tempo com e sem a presenca de inibidor glucona-é-lactona.

Para a andlise estatistica da UAE da enzima p-glicosidase na
presenga ou auséncia de inibidor glucona-s-lactona utilizou-se um esquema fatorial

com os fatores: inibidor e tempo num delineamento inteiramente casualizado com trés

repeticbes. A ANAVA determinou que n&o houve interagao entre inibidor e tempo.
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Farinha de soja submetida a tratamento hidrotérmico em diferentes concentracdes de
inibidor glucona-é-lactona.

Para a analise estatistica neste experimento utilizou-se esquema
fatorial com os fatores: concentragbes de inibidor e tempo num delineamento
inteiramente casualizado com duas repeticdes. A ANAVA indicou interacdo entre os
efeitos concentracéo de inibidor e tempo. O desdobramento da interagao foi realizado
e a curva de regressao entre concentracao de inibidor e UAE foram obtidos em cada
nivel do fator (concentracdo de inibidor e tempo), isto é, foi construida uma curva de
regressao para concentracdes de inibidor e tempo medida na farinha submetida a

tratamento hidrotérmico.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Tratamento Hidrotérmico em Graos de Soja Inteiros e Farinha de Soja

em Diferentes pH.

Observa-se na Tabela 07, os teores dos conjugados malonil,
glicosideos e aglicona, tanto nos gréos inteiros, como na farinha, sofreram
alteracdes em relagédo ao grao cru para todos os pH de tratamento. O teor dos
conjugados malonil diminuiu ap6s o tratamento hidrotérmico, tanto nos graos
inteiros como na farinha de soja. Segundo LI-JUN et al. (2004), MATSUURA e
OBATA (1989) as formas malonil sédo termicamente instaveis e pela agéo do
calor podem dar origem as formas glicosidicas. Os conjugados glicosideos
também sofreram reducdo apdés o tratamento hidrotérmico em todos os pH

testados.

Conforme ARAUJO et al., (1997), a enzima B-glicosidase, sob
condi¢cbes ideais, pode atuar sobre os glicosideos, hidrolizando-os e dando
origem as respectivas formas agliconas. A atividade o6tima da enzima -

glicosidase capaz de hidrolisar glicosideos em agliconas esta entre os pH de

4,3 e 7,0 e temperatura de 45 °C (MATSUURA et al., 1993).

Apos tratamento hidrotérmico a 50 °C por 15 horas verificou-se
aumento no teor das agliconas em todos os pH, através da acdo da enzima j-
glicosidase na hidrélise de glicosideos em agliconas. O maior teor de agliconas

para o grédo inteiro apés tratamento hidrotérmico foi observado no pH 6,0,
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aumentando de 1,15 mg/100g no gréo cru para 40,47 mg/100g nos graos
inteiros hidratados. Em relagdo a farinha de soja, o teor de agliconas foi muito
proximo nos pH 6,0 e 7,5, aumentando de 1,5 mg/100g para 52,60 mg/100 na
farinha hidratada, no pH 6,0 e de 1,5 mg/100g para 53,06 mg/100g na farinha

hidratada no pH 7,5 (Tabela 07).

TABELA 07 — Teor médio e desvio padréo de isoflavonas (mg/100g) em graos

de soja inteiros e farinha de soja hidratados a 50 °C por 15 horas em diferentes

pH.
Grio inteiro’ Farinha de soja’
pH Malonil Glicosideos Aglicona Total Malonil ~ Glicosideos  Aglicona Total
3,5 42,75 11,96 30,42 85,13 47,99 16,13 30,86 94,98
+2,31 +0,81 +1,73 +4,65 +2,19 +3,36 +0,53 +1,17
4,5 33,79 10,18 34,01 77,98 41,47 12,77 36,21 90,45
+2,80 +0,93 +0,1 +6,37 +0,46 +0,39 +0,48 +1,29
55 31,44 9,46 35,09 76,00 40,53 17,91 45,92 104,46
4,0 +0,35 4,0 15,98 +2,06 +0,76 +1,21 +4,07

6,0 23,75 21,04 40,47 85,26 44,40 23,69 52,60 120,69
+1,05 £0,78 1,67 13,50 2,53 +2,03 +1,93 16,64

6,5 | 39,39 18,49 38,05 95,93 32,06 19,72 49,08 101,49

+1,40 £1,59 +1,78 +1,90 1,84 +0,96 +1,61 +4,03
7,5 35,91 18,31 34,48 88,7 34,04 24,16 53,06 111,26
+0,57 12,04 1,04 +1,57 +1,71 +3,99 +1,21 6,45

Gréo | 62,62 41,47 1,15 105,24
cru 15,04 12,97 10,04 17,68

' Média de trés repeticées em base umida

* C.V: Malonil = 5,72%, Glicosideo = 7,02%, Aglicona = 4,04%
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As anadlises de variancia de malonil, glicosideo e aglicona
indicaram interacao altamente significativa entre tipo de preparo do gréo
(inteiro ou farinha de soja) e pH (p<0,01). As curvas de regressdo de cada

forma de isoflavona em funcédo do pH foram construidas conforme a Tabela 08.

TABELA 08 — Modelo estatistico para analise de teor de isoflavonas (malonil,

glicosideos e agliconas) em funcao do gréo inteiro e farinha.

Modelo
Isoflavona | Grao inteiro p R? (%) Farinha p R? (%)
Malonil | Quadratico |0,00001| 0,5033 Linear 0,00001 | 0,6570
Glicosideo Linear 0,00001| 0,4629 Linear 0,00001 | 0,4632
Aglicona | Quadratico |{0,00008 | 0,7601 Linear 0,00001 | 0,8865

Verificaram-se maiores formacgdes de daidzeina e genisteina
através da acédo enzima B-glicosidase para o grao inteiro no pH 6,0 e farinha
nos pH 6,0 e 7,5. O teor de genisteina no pH 6,0 aumentou de 0,42 nos gréos
de soja cru para 17,57 mg/100g nos graos de soja hidratados e de 0,42 para
24,89 mg/100g em farinha de soja hidratada. Dentre as agliconas, a genisteina
é considerada a forma que apresenta maior atividade biologica (SETCHELL et
al., 2001). Os teores de agliconas daidzeina, genisteina e gliciteina podem ser

observados na Tabela 09.
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TABELA 09 - Teor de agliconas em graos de soja inteiro e farinha de soja

submetidos a tratamento hidrotérmico a 50°C por 15horas em diferentes pH.

Grio de soja inteiro’ Farinha de soja’

pH |Daidzeina Genisteina Gliciteina Total |Daidzeina Genisteina Gliciteina  Total

Grao 0,73 0,42 0 1,15
cru +0,01 + 0,01 +0,04

3,5 13,40 13,61 3,40 30,42| 13,67 15,08 2,09 30,86
0,77 0,77 +0,22 +1,73| %0,22 +0,19 +0,12 +0,53

4,5 15,19 14,71 4,10 34,01| 16,04 17,68 2,48 36,21
+1,20 +1,08 +0,36  +0,1 +0,20 +0,24 +0,03 +0,48

5,5 15,76 15,37 3,95 35,09| 20,68 22,25 2,80 45,92
+0,86 +0,93 +0,35 +4,0 | %0,54 +0,59 +0,27  +1,21

6,0 19,20 17,57 3,36 40,47 | 24,27 24,89 3,43 52,60
+0,78 +0,58 +0,50 +1,67| %0,93 +0,23 +0,10 +1,93

6,5 17,69 16,54 3,81 38,05| 23,24 23,46 3,00 49,08
+0,52 +0,58 +0,68 +1,78| £0,09 +0,74 +0,09 +1,61

7,5 16,12 15,36 3,00 34,48 | 24,82 25,53 2,70 53,06
+0,11 +0,30 +0,63 +1,04| £0,55 +0,53 +0,12  +1,21

" Média de trés repeticdes em base umida

* C.V : Daidzeina = 3,81%, Gliciteina = 10,35%, Genisteina = 3,66%
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5.2 Determinacdo da Unidade de Atividade Enzimatica (UA) e Unidade de

Atividade Especifica (UAE) da enzima B-glicosidase.

Para avaliar a ac&o da enzima (-glicosidase sobre as
isoflavonas, determinou-se a UAE da enzima em farinha de soja submetida a

tratamento hidrotérmico a 50 °C por 15 horas em diferentes pH.

As andlises de variancia de UAE indicaram interacao altamente
significativa entre tipo de preparo do gréo (inteiro ou farinha de soja) e UAE
(p<0,01). As curvas de regressao de UAE em funcado do pH foram construidas

conforme a Tabela 10.

TABELA 10 — Modelo estatistico para analise da UAE em farinha de soja

hidratada.
Modelo
UAE Farinha p R? (%)
Linear 0,00275 0,8359

A Tabela 11 demonstra os valores de UA e UAE da enzima j-
glicosidase em relagédo aos pH de tratamento. Conforme verificou-se, a UAE foi
maior nos pH 6,0 e 7,5 o0 que corresponde também ao maior teor de agliconas
(Tabela 07). MATSUURA et al. (1989), verificaram a acdo da enzima p-

glicosidase através de experimento adicionando substrato especifico para-
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nitrofenol (P-NP) em diferentes pH e temperaturas. A acdo da enzima foi
medida através do para-nitrofenil (P-NPG) liberado na agua de maceracao. As
melhores condicbes de acao da enzima f-glicosidase na hidrolise dos
glicosideos foram observadas em pH 6,0 e temperatura de 50 °C. Para melhor
visualizagdo, os dados da Tabela 11 relativos a UAE nos diferentes pH estao

apresentados na Figura 08.

TABELA 11 - Unidade de Atividade enzimatica (UA/100g) e Unidade de
atividade especifica (UA/mg) da enzima B-glucosidase e farinha de soja

hidratada a 50°C/15 horas em diferentes pH.

pH UA' UAE'
3,5 159,17 5,02
+0,41 + 0,01
4,5 164,49 6,25
+4.85 + 0,33
5,5 160,88 7,72
+1,99 +1,54
6,0 158,74 8,36
+2,36 +0,35
6,5 159,97 7,61
+1,54 £1,12
7,5 162,22 8,46
+1,78 +0,95

' Média de duas repeticdes

* Diferenca entre as médias significativas utilizando o método de regressdo. C.V.
10,58 %
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Figura 08 — Unidade de Atividade Especifica (UAE) da enzima B-glucosidase
em farinha de soja hidratada (50 °C/15h) em diferentes pH.

Para comprovacao da acédo da enzima p-glicosidase na hidrélise
de glicosideos em agliconas, foi realizado experimento com farinha de soja
hidratada em pH 6,0 por tempos diferentes, na presenca do inibidor competitivo
glucona-d-lactona, na concentracdo de 100 mg/100g de farinha de soja
hidratada. A concentragcdo do inibidor foi estabelecida em fungéo de estudos
realizados por ARAUJO et al. (1997) e MATSUURA e OBATA (1993) que
observaram que a glucona-3-lactona foi o mais potente inibidor capaz de
controlar a acdo da enzima [B-glicosidase. Apo6s o tratamento, as amostras
foram secas em estufa a 45 °C, e em seguida, a atividade da enzima f-

glicosidase e o teor de isoflavonas foram determinados.

Como pode ser observado na Tabela 12, houve uma acentuada
reducdo na UA da B-glicosidase em funcdo do tempo e do inibidor glucona-6-

lactona. Esta redugdo da atividade ao longo do tempo de hidratagao pode ter
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ocorrido em funcdo da passagem da enzima para a agua de hidratacéo.
Segundo GOES-FAVONI et al., (2004) a B-glicosidase constitui uma enzima
soluvel, que em condicbes ideais pode atuar sobre os glicosideos
transformando-os em agliconas e em paralelo sofrer lixiviagdo para a agua de
hidratacdo e inativacdo. Embora a agua de hidratacdo n&o tenha sido
descartada neste experimento, a enzima provavelmente foi inativada ainda
durante o tratamento hidrotérmico e inicio da etapa de secagem da farinha

hidratada.

Verificou-se na Tabela 12 uma maior UA até o tempo de 120
minutos para o tratamento sem inibidor em relagdo ao tratamento com inibidor.
Com 240 minutos, a UA nos dois tratamentos praticamente se manteve
constante. Esse resultado ja era esperado, pois se presume que com a adigcao
da glucona-é-lactona, ocorra uma diminuicdo na atividade da enzima -
glicosidase, porém verificou-se a maior acao do inibidor até o tempo de 240
minutos, apds, as duas atividades da enzima, tanto para as amostras com

inibidor quanto para as amostra sem inibidor praticamente se igualam.
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TABELA 12 - Unidade de atividade enzimatica (UA/100g) em farinha e soja

hidratada com e sem adi¢cdo de glucona-é-lactona em diferentes intervalos de

tempo.
UA
Tempo Sem inibidor Com inibidor
0 297,21 234,36
15 318,5 255,14
30 288,51 232,07
120 185,39 187,09
240 171,99 175,27
480 157,29 160,25
720 156,0 152,96

' Média de duas repeticdes

* Diferenca entre as médias significativas utilizando o método de regresséo. C.V.
7,75%

Pelo método estatistico de analise de regressao, verificaram-se
diferencas significativas entre as UA nas amostras com e sem inibidor, além da
UA estar fortemente relacionada com o tempo (p<0,05). As analises de
variancia de UA indicaram interacdo altamente significativa entre inibidor (com
e sem) e UA (p<0,01). As curvas de regressédo de UA em funcgado do inibidor

construidas conforme a Tabela 13.
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TABELA 13 — Modelo estatistico para analise da UA em funcao do inibidor

(com e sem).

Modelo

UA Com inibidor p R? (%) |Sem inibidor p R? (%)

Quadratica |0,02679| 0,2073 | Quadratica | 0,02147 0,1331

Uma melhor visualizagao da reducéo na taxa de UA com e sem o

inibidor glucona-d-lactona, pode ser vista na Figura 09.
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200 -

UA

150 -

100 -

50 | —e—com inibidor
—m— sem inibidor

0 15 30 120 240 480 720

Tempo (min)

Figura 09 — Unidade da Atividade enzimatica (UA/100g) em farinha de soja
hidratada em diferentes tempos com e sem inibidor glucona-s-lactona.
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Pode-se dizer que a atividade da enzima p-glicosidase esta
diretamente ligada ao aumento no teor de agliconas durante o tratamento
hidrotérmico. Utilizando-se as mesmas amostras do experimento anterior,
determinou-se o teor de agliconas em relagédo a inibicdo da enzima -

glicosidase, com e sem inibidor glucona-o-lactona.

Na Tabela 14 observa-se que o teor de agliconas nas amostras
sem glucona-é-lactona foi maior do que aquele encontrado quando se utilizou o
inibidor, para todos os tempos de tratamento hidrotérmico. Nas amostras sem
glucona-5-lactona o teor de agliconas, ap6s 960 minutos, foi 55,7 % superior ao
teor de agliconas quando se utilizou o inibidor no tratamento hidrotérmico.
Valores semelhantes foram encontrados por ARAUJO et al., (1997) utilizando
gréos inteiros de soja de duas variedades diferentes (Parana e UFV-5) e o
mesmo inibidor e concentragdo utilizada nesse estudo. O experimento
realizado por ARAUJO et al. (1997) foi dividido em trés tratamentos: soja com
adicao de agua, soja com adigédo de agua e inibidor e soja sem adigdo de agua
e inibidor sendo macerados por 12 horas. Com a adicao de glucona-é-lactona,
verificou-se uma reducgao de isoflavonas agliconas de 33 e 23 % para as

cultivares Parana e UFV-5, respectivamente.

No presente trabalho, verificou-se que os teores de daidzeina e
genisteina nas amostras com inibidor foram de 53,5 e 57,3 %, respectivamente,
superiores aos encontrados no experimento sem glucona-é-lactona. Os valores
encontrados por ARAUJO et al., (1997), para essas mesmas agliconas foram

diferentes dos valores encontrados neste trabalho. Atribui-se estas diferencas
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as variedades de soja utilizados nos experimentos, além da variagdo nas

condi¢bes de processo.

TABELA 14 - Teor de agliconas (mg/100g) em farinha de soja com e sem

inibidor em funcédo do tempo.

Sem inibidor’ Com inibidor?

Tempo |Daidzeina Genisteina Gliciteina Total |[Daidzeina Genisteina Gliciteina Total
(min)

0 12,75 10,92 2,03 25,70 10,10 9,24 1,62 20,96

10,20 10,42 +0,03 10,62 1,77 +1,68 10,49 +3,94

120 11,10 10,05 1,74 22,89 10,50 10,15 1,85 22,55

10,57 10,62 +0,13 +1,30 +0,74 +0,87 10,11 +1,72

240 11,04 10,28 1,91 23,23 10,27 9,51 1,83 21,62

+1,02 +1,04 +0,16 2,23 +2,10 +1,71 10,22 +4,05

720 16,16 14,00 1,98 32,14 15,69 14,42 1,97 32,08

10,39 +0,47 +0,18 10,70 +2,20 +2,08 10,28 +4,55

960 25,11 24,14 5,02 54,27 18,65 17,47 3,50 39,62

+1,13 +0,85 +0,23 12,21 +4,15 +3,91 10,81 +8,88

' Média de trés repeticées em base umida
2 Média de duas repeticdes em base umida

*Diferenga entre as médias significativas utilizando o método de regressédo. C.V = 14,05
%

Utilizou-se a analise de regress&o para realizacdo da analise
estatistica dos resultados do teor de agliconas, na presenga ou auséncia de
inibidor glucona-s-lactona em diferentes tempos de tratamento hidrotérmico. As
analises de variancia do teor de agliconas indicaram interacdo altamente

significativa entre inibidor (com e sem) e agliconas (p<0,01). As curvas de



69

regressédo do teor de agliconas em funcao do inibidor (com e sem) foram

construidas conforme a Tabela 15.

TABELA 15 - Modelo estatistico para analise de agliconas em funcao do

inibidor (com e sem).

Modelo

Agliconas | Com inibidor p R? (%) |Sem inibidor p R? (%)

Linear 0,00001| 0,9031 Linear 0,00001 0,7419

Verificou-se ainda, em relagado a acao do inibidor sobre a enzima
B-glicosidase, se o aumento das concentragdes de glucona-5-lactona, poderia
influenciar a atividade da enzima em funcdo do tempo de tratamento
hidrotérmico. Observa-se pela Tabela 16, que os valores da UAE foram mais
influenciados pelo tempo de contato com o inibidor do que com a sua
concentracao, pelo menos nas concentragdes de inibidor utilizadas. A UAE nas
concentracdes de inibidor de 100 mg e 2800 mg foram muito préximas nos
tempos de 240 e 480 minutos. A maior inibicdo da UAE observada foi da ordem

de 38 %.
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TABELA 16 - UAE (UA/mg) em farinha de soja hidratada com diferentes

concentracdes de inibidor glucona-s-lactona em diferentes intervalos de

tempo.
UAE
Concentragdes de inibidor (mg)
Tempos
(min) 100 400 2800
0 15,05 13,34 12,22
+0,17 +0,21 +0,29
120 12,983 12,33 10,190
+1,89 +0,10 +0,11
240 9,45 10,92 9,97
+0,01 +0,22 +0,04
480 9,68 10,10 9,85
+0,03 +0,33 +0,32

"Média de duas repeticdes

* Nao ha diferenga entre as médias significativas utilizando o método de regressao

CV.519 %

As analises de variancia da UAE indicaram interagc&o altamente

significativa entre os tempos (0 e 480 min) e concentragcdo de inibidor (p<0,01)

e interagcdo né&o significativa nos tempos (120 e 240 min). As curvas de

regressdo da concentracdo do inibidor em funcdo do tempo e do tempo em

funcdo da concentragdo do inibidor foram construidas conforme as Tabelas 17

e 18.
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TABELA 17 — Modelo estatistico para analise do tempo em func¢éo do inibidor.

Modelo
Tempo (min) Inibidor p R? (%)
0 Quadratica 0,00001 0,8248
120 Quadratica 0,02051 0,5356
240 Quadratica 0,11518 0,2463
480 Linear 0,00001 0,9056

TABELA 18 - Modelo estatistico para analise de diferentes concentragbes de

inibidor em funcéo do tempo.

Modelo
Inibidor (mg) Tempo p R? (%)
100 Quadratica 0,00001 0,6985
400 Linear 0,00003 0,6531
2800 Linear 0,00001 0,4599
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5.3 Estabilidade Térmica das Isoflavonas em Produtos Alimenticios.

Foram estudadas as estabilidades térmicas de bolos e biscoitos
com adicao de farinha de soja hidratada, além de avaliar também o efeito da
torrefagcédo da farinha utilizada nos experimentos. Verificou-se na Tabela 19 que
os teores de isoflavonas nas duas formas: malonil e glicosidica sofreram pouca
variagcdo nas temperaturas de assamento do bolo. O método estatistico de
Teste de Contrastes demonstrou que nédo ha diferencas significativas (p <0,05),
entre as médias de malonil, glicosideos em relagéo as temperaturas de 175 °C
e 210 °C, ou seja, os teores de isoflavonas nas duas formas né&o diferiram

significativamente nas duas temperaturas testadas.
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TABELA 19 — Estabilidade térmica das isoflavonas (mg/100g) em farinha de
soja antes e apo6s o tratamento hidrotérmico, na massa de bolo e apdés

assamento a diferentes temperaturas.

Isoflavonas

Produtos Malonil  Glicosideos Agliconas Total
Graos de soja cru 62,62 41,47 1,80 105,90
+5,04 +2,97 +0,32 +7,68
Graos de soja triturados 44 .40 23,69 52,60 120,69
apos tratamento +2,53 +2,03 +1,93 +6,64

hidrotérmico em pH 6,0
"Massa de bolo sem 7,10 3,8 8,0 19,4
assamento?

‘Bolo assado a 175°C 4,61 1,28 10,20 16,16
+0,46 +0,01 +0,65 +1,13

‘Bolo assado a 210°C 3,31 1,17 7,47 11,98
+2,02 +0,29 +1,88 +4,20

"Estes baixos teores para as isoflavonas sdo resultado da diluicdo da graos de soja
triturados com outros ingredientes da formulagdo conforme indicado anteriormente.
Considerou-se também nos calculos, a perda de umidade durante o assamento dos
bolos (10 %).

Os valores obtidos neste trabalho também estdo de acordo com
resultados obtidos por MAHUNGU et al. (1999), onde foi verificado que nas
temperaturas de 110, 130 e 150°C, ocorreram alteragdes no teor de isoflavonas
totais, quando presentes em proteinas isoladas de soja e em misturas com

milho.

Resultados obtidos por XU et. al (2002), trabalhando com

isoflavonas extraidas em solugdo metandlica, mostraram que ocorre diminui¢cdo
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da forma glicosidica em temperaturas superiores a 185 °C e degradacéo da

forma aglicona em temperaturas superiores a 200 °C.

Observa-se, também que aumentando a temperatura de
assamento do bolo de 175 °C para 210 °C, ocorreu uma reducéo nos teores de
agliconas em aproximadamente 27 %, conforme mostrado na Tabela 20. N&o
foi verificadas diferencas significativas (p<0,05) nas médias de daidzeina,

gliciteina e genisteina, com o aumento da temperatura de 175 °C para 210 °C.

TABELA 20 - Estabilidade térmica das agliconas (mg/100g) nos bolos apds

assamento a diferentes temperaturas

Agliconas
Produtos Daidzeina Gliciteina Genisteina Total
Bolo assado a 4.81 2,04 3,35 10,20
175°C +0,26 +0,23 +0,15 +0,65
"Bolo assado a 3,64 1,20 2.63 7,47
210°C +0,69 +0,65 +0,54 +1,88

"Considerou-se nos calculos, a perda de umidade durante o assamento dos bolos (10
%).

Os resultados obtidos para agliconas estdo de acordo com
UNGAR et al. (2003) que verificaram em seus estudos que a genisteina é
considerada a mais estavel entre as trés formas de agliconas enquanto a
daidzeina é a mais termolabil. De uma forma geral, as agliconas, bem como

outras formas de isoflavonas sdo degradadas em altas temperaturas.
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Em relacdo a estabilidade térmica das isoflavonas do biscoito
antes e apds o assamento, verificou-se que como a temperatura empregada
para assamento normalmente é inferior aquela utilizada para bolos, os
resultados obtidos neste experimento diferem do anterior. Observa-se a acgéo
do calor que converteu as formas malonil em glicosidica, e esta, sob agcéo da -
glicosidase, foram convertidas para as formas agliconas. Ap6s o assamento,
verificou-se reducdo das formas malonil e glicosidica e um aumento das

agliconas em 46,1 % (Tabela 21), principalmente da gliciteina.

Avaliando as médias das formas malonil e glicosidica verificou-
se que nado ha diferengas significativas nas duas médias antes e apds o

assamento a 150 °C (p<0,05).
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TABELA 21 — Estabilidade térmica das isoflavonas (mg/100g) em farinha de

soja antes e apds o tratamento hidrotérmico, na massa de biscoito e apds

assamento.
Isoflavonas
Produtos Malonil  Glicosideos Agliconas  Total
62,62 41,47 1,80 105,90
Graos de soja cru +5,04 +2,97 +0,32 +7,68
Graos de soja triturados apoés 44 .40 23,69 52,60 120,69
tratamento hidrotérmico em pH +2,53 +2,03 +1,93 +6,64
6,0
. 3,01 1,06 8,35 12,42
Massa de biscoito sem +0,19 +0,01 +0,01 +0,21
assamento

. 2,24 0,79 9,85 12,88
Biscoito assado a 150 °C +0,67 +0,04 +2,35 +1,62

‘Estes baixos teores para as isoflavonas s&o resultado da diluicdo da grdos de soja
triturados com outros ingredientes da formulagdo conforme indicado anteriormente.
Considerou-se também nos calculos, a perda de umidade durante o assamento dos
biscoitos

O aumento do teor de agliconas pode ser justificado pela
hidrolise dos glicosideos, sob agdo da enzima B-glicosidase (MATSUURA et al.,
1989) nos primeiros minutos de assamento até a temperatura de 60 °C, onde

ocorre desnaturacao da enzima.

Nao foi verificada diferencgas significativas (p<0,05) nas médias
de daidzeina e genisteina antes e apés o assamento de biscoitos a 150 °C em
relacdo as médias de gliciteina, verificou-se diferengas significativas (Pr>0,05)
apos o assamento a 150 °C. Em relagdo ao teor total de agliconas ndo ha

diferencas significativas entre as médias (p<0,05).
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TABELA 22 - Estabilidade térmica das agliconas daidzeina, gliciteina e

genisteina (mg/100g) em biscoito cru e assado a 150 °C.

Agliconas
Produtos Daidzeina Gliciteina Genisteina Total
Biscoito cru 3,59 0,81 3,95 8,35
+0,01 +0,06 +0,03 +0,01
"Biscoito 4,46 2,04 3,35 9,85
(150°C) +1,20 +0,41 +0,73 +2,35

‘Considerou-se nos calculos, a perda de umidade durante o assamento dos biscoitos

Verificou-se de uma forma geral, reducdo nos teores de
isoflavonas totais nas diferentes temperaturas e tempos de processo, conforme
mostrado na Tabela 23. Esta reducdo pode ser atribuida a degradacéo térmica
das diferentes formas de isoflavonas. Entretanto, nos primeiros minutos de
processo, ocorreu um ligeiro aumento nos teores de algumas formas de
isoflavonas por acdo do calor. Por outro lado, com o aumento do tempo de
exposicdo ao calor ocorreu uma redugao nestes teores. Indicando, partir dai,
numa degradacao térmica destes compostos. XU et al. (2002) verificaram
reducéo nos teores de glicosideos e formacgéo de agliconas e acetilglicosideos
em temperatura de 135 °C. Na temperatura de 185 °C os teores de glicosideos
foram reduzidos drasticamente. Apds, 60 minutos de aquecimento a 200 °C, as
agliconas gliciteina e genisteina foram degradadas enquanto que a daidzeina

foi estavel até 90 minutos.
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TABELA 23 - Estabilidade térmica das isoflavonas (mg/100g) em farinha de

soja hidratada apds tratamento térmico.

Isoflavonas

Tratamento Térmico Malonil Acetil Glicosideo Agliconas Total

S/Tratamento térmico 21,5 0,00 29,27 55,61 106,43
10’/140°C ND 17,01 15,49 48,43 80,93
30°/140°C ND 12,47 16,09 54,34 82,9
50°/140°C ND 10,08 10,68 45,93 66,69
10°'/180°C ND 13,68 21,58 58,71 93,97
30°/180°C ND 12,72 18,09 58,03 88,84
50°/180°C ND 8,33 9,02 46,74 64,19

ND = nado detectado

Os resultados deste estudo demonstram a presenca da forma

malonil e auséncia da forma acetil na farinha de soja sem tratamento térmico.

Apdbs, iniciado este tratamento, ocorreu conversao total de malonil em acetil,

para ambas as temperaturas, seguidas de uma degradacédo térmica destas

duas formas em funcdo do tempo de tratamento. A auséncia da forma malonil

pode ser atribuida a descarboxilacdo através do aquecimento a altas

temperaturas, originando a forma acetil e por de-esterificagdo originar as

formas glicosidicas (COWARD et al.; 1998; BARNES et al.; 1994). Apesar de
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ocorrer conversdo da forma acetil em glicosidica, houve uma redugé&o desta
ultima por degradacédo térmica. Ou seja, a taxa de degradacdo da forma

glicosidica foi superior a taxa de conversé&o da forma acetil em glicosidica.

No experimento a 180 °C utilizou-se a mesma farinha hidratada
que foi utilizada no experimento a 140 °C. Observando novamente a Tabela 23,
verificou-se um aumento do teor de isoflavonas totais nos tempos de 10 e 30
minutos na temperatura de 180 °C em relagcdo a temperatura de 140 °C. Ao
contrario do experimento realizado a 140 °C, no tempo de 10 minutos verificou-
se uma maior formacgcédo de glicosideos que acetil. O aumento da temperatura
pode ter induzido a maior conversao das formas malonil em glicosidicas como
também das formas acetil em glicosideos. Apds 50 minutos de aquecimento os
teores de glicosideos reduziram pela metade, as formas acetil e agliconas

reduziram em 34 e 19 % respectivamente.

Na Tabela 24 verifica-se que o teor de agliconas totais nas duas
temperaturas nédo sofreu grandes alteracdes em relacdo a farinha de soja
hidratada ndo submetida a posterior tratamento térmico. Isto pode ser, devido a
inativacdo da enzima B-glicosidase ocorrer em 60 °C, ja que nesse experimento
foram utilizadas temperaturas de 140 e 180 °C, o que resultou em teores de
agliconas proximos aos da farinha de soja hidratada ndo submetida a
tratamento térmico. No tempo de 10 minutos a 140 °C as agliconas totais
sofreram reducdo de aproximadamente 13 % em relacdo as agliconas sem
tratamento térmico. Durante o aquecimento por 30 minutos houve formacao de
daidzeina de aproximadamente 44 %, esses aumentos podem ter sido gerados
devido a acdo da enzima B-glicosidase, até atingir a temperatura de 60 °C,

onde é inativada. Com o aumento do tempo de aquecimento para 50 minutos
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houve reducao nos teores de daidzeina e genisteina respectivamente de 15 e

17 %, causada provavelmente pela desnaturagédo dessas agliconas.

Considerou-se na temperatura de 180 °C, que nao ocorreu
alteracao no teor de agliconas totais nos tempos de 10 e 30 minutos. Com o
aumento do tempo de aquecimento para 50 minutos, no caso da temperatura
de 180 °C ocorreram reducgdes das formas, consequente da desnaturacdo das

agliconas.



TABELA 24 - Teor de agliconas (mg/100g) em farinha de soja hidratada

submetida a tratamento térmico a 140 e 180°C.
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Agliconas
Tratamento Daidzeina Gliciteina Genisteina Total
Térmico
S/Tratamento 25,33 5,45 24 .83 55,61
térmico
10°/140 °C 20,24 514 23,05 48,43
30°/140 °C 29,16 478 20,40 54,34
50'/140 °C 24,61 4.40 16,92 45,93
10'/180 °C 29,85 5,78 23,08 58,71
30'/180 °C 31,34 6,01 20,68 58,03
50°/180 °C 25,28 5,22 16,24 46,74

5.4 Concentracao de Isoflavonas Através do Processo de Separagdao com

Membranas.

Observa-se pela Tabela 25, que a retencéo de isoflavonas totais

e em cada forma (malonil, glicosidica e agliconas) apresentaram valores

distintos mesmo utilizando o mesmo processo de separacdo (nanofiltracao).
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Provavelmente, esta variagao deve estar relacionada aos diferentes pontos de
corte destas membranas e/ou maior ou menor afinidade fisico-quimica entre as
isoflavonas e as membranas. As maiores concentragdes de isoflavonas foram
obtidas utilizando as membranas NF-90 e osmose inversa, as concentragcdes
foram respectivamente de 76 e 74,8 %. Entre as formas de isoflavonas, a maior

concentragcao obtida foi de 89 % para a forma glicosidica.

TABELA 25 — Percentual de retencao de isoflavonas na nanofiltragdo e osmose

inversa a partir do extrato etandlico de soja.

Retencéo de isoflavonas (%)

Processos Malonil Glicosideos Agliconas Total
Nanofiltracdo - UFSC 6,10 4,3 6,0 1,3
Nanofiltragdo — NF - 49,4 52,8 16,0 35,55

Osmonics

Nanofiltragcdo — NF - 90 83,6 89,0 63,4 76,00
Osmose Inversa - Osmonics 77,7 78,6 70,6 74,8
Isoflavonas no extrato 13,26 7,65 15,89 36,8

etandlico antes das filtragdes
(mg/mL)
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Na Tabela 26 estdo apresentados os percentuais de retencéo de
cada forma de aglicona, ap6s a nanofiltracdo e osmose inversa. Através da
osmose inversa, obteve-se a maior concentragcdo de genisteina (72,4 %), uma

das agliconas mais bioativas.

TABELA 26 - Percentual de retencdo de agliconas na nanofiltracdo e osmose

inversa a partir do extrato etanodlico de soja

Retencgado de agliconas (%)

Processos Daidzeina Gliciteina Genisteina Total

Nanofiltracdo - UFSC

6,0 22,0 11,48 5,97
Nanofiltragdo — NF - Osmonics

15,4 2,83 19,32 16,0

Nanofiltracdo — NF - 90
61,8 63,12 65,12 63,43
Osmose Inversa - Osmonics

69,7 65,95 72,40 70,61
Isoflavonas no extrato etandlico
antes das filtracdes

7,34 1,41 7,14 15,89

Os resultados dos teores de isoflavonas (mg/mL) nos permeados

da nanofiltragcdo e osmose inversa estao apresentados na Tabela 27.
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TABELA 27 - Teor de isoflavonas (mg/100g) nos processos de nanofiltracdo e

osmose inversa a partir do extrato etandlico de soja.

Isoflavonas '

Processos Malonil Glicosideos  Agliconas Total
Permeado NF-UFSC 14,07 a 7,32 a 14,94 a 36,33 a
Permeado NF 6,71b 3,61b 13,34 b 23,66 b
Permeado NF-90 217d 0,85¢ 581c 8,83 ¢c
Osmose Inversa- Osmonics 2,96 c 1,64 c 4.67d 9,27d
Isoflavonas no extrato 13,26 7,65 15,89 36,8

etandlico antes das filtracoes
'Média de trés repeticdes

Média seguida pelas mesmas letras minusculas nas colunas néo
diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05); C.V. Malonil = 2,87 %,

Glicosideos= 11,88 %, Agliconas = 1,26 %.

As médias dos teores de daidzeina, gliciteina e genisteina
(mg/mL) no permeado dos processos de nanofiltracdo e osmose inversa estao

apresentadas na Tabela 28.
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TABELA 28 - Teor de agliconas (mg/100g) nos processos de nanofiltracéo e

osmose inversa a partir de extrato etandlico de soja.

Agliconas’
Processos Daidzeina Gliciteina Genisteina Total
Permeado NF- UFSC 6,90 a 1,72 a 6,32 a 14,94 a
Permeado NF - Osmonics 6,21 b 1,37 b 5,76 b 13,34 b
Permeado NF - 90 2,80 c 0,52 c 2,49 ¢ 581c
Osmose Inversa - 2,22 d 0,48 c 1,97 d 4,67 d
Osmonics

Isoflavonas no extrato 7,34 1,41 7,14 15,89

etandlico antes das
filtracdes

" Média de trés repeticées

Média seguida pelas mesmas letras minusculas nas colunas néo

diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05);

Gliciteina=2,85 %, Genisteina= 0,98 %.

C.V. Daidzeina=1,25 %,
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SUMARIO DOS RESULTADOS E CONCLUSAO

o Maiores conversbes da forma glicosidica em agliconas
foram obtidas quando o tratamento hidrotérmico foi aplicado
a farinha de soja nos pH 6,0 e 7,5. Estes valores de
agliconas foram 31 % superiores aqueles obtidos com os

graos inteiros.

o O tratamento hidrotérmico aumentou o teor de agliconas em
até 53 vezes na farinha de soja, em relagcdo ao grao inteiro

sem tratamento.

o O teor de genisteina, considerada a forma mais bioativa
entre as isoflavonas, aumentou em 24 vezes em relagcdo ao

grao inteiro sem tratamento hidrotérmico.

o As maiores atividades da enzima R-glicosidase foram
verificadas em pH 7,5 e 6,0, correspondendo ao mesmo pH

de maior formacgé&o de agliconas.

o A enzima R-glicosidase presente na farinha de soja foi

inibida em até 40 % quando se utilizou o inibidor glucona-3&-
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lactona na concentracdo 100mg/100g, ap6s 12 horas de

tratamento hidrotérmico.

Verificou-se que a unidade de atividade especifica (UAE),
em diferentes concentragdes de inibidor foi considerada
praticamente constante nos tempos de 2, 4 e 8 horas de

tratamento hidrotérmico a 50 °C.

O teor de agliconas reduziu em 27 % no bolo assado a 210

°C, em relacéo a temperatura de 175 °C.

O teor de agliconas em biscoitos ndo sofreu alteragcédo

depois de assados a temperatura de 150 °C.

O teor de isoflavonas totais na farinha de soja hidratada,
sofreu reducédo de 37,33 %, apos torrefacdo por 50 minutos

a 140 °C.

Houve uma reducgéo de 39,5 % no teor de isoflavonas totais

ap6s 50 minutos de aquecimento a 180 °C.
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76 % das isoflavonas, presentes no extrato etandlico foram

concentradas por nanofiltracédo e 70 % por osmose inversa.
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CONCLUSAO GERAL

Conclui-se que o tratamento hidrotérmico deva ser aplicado aos
gréaos inteiros e a farinha de soja, para que se tenha uma maior formagao de
agliconas. Esta formacao é fortemente influenciada pelo pH e temperatura que,
por sua vez, agem sobre a enzima B-glicosidase. Pode-se, também, utilizar o
assamento de produtos a base de farinha de soja hidratada, sem ocorrer perda
importante em isoflavonas, pelo menos nas temperaturas normalmente
utilizadas para este fim. Os processos com membranas, como a nanofiltragao e
osmose inversa sao promissores para a concentracdo de isoflavonas,

principalmente as agliconas.
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