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INTRODUCAO

A utilizagdo da soja para a producdo de alimentos cresceu nas
ultimas décadas devido ao forte apelo das pesquisas na drea da sauide,
destacando seus efeitos benéficos, quando consumidos regularmente.
Com isso, os derivados da soja passaram a ganhar um destaque
comercial, principalmente devido as suas caracteristicas funcionais,
contribuindo para a geracdo de novos produtos com essas mesmas
propriedades (BARBOSA; ASSUMP(;AO, 2001; BEHRENS; SILVA,
2004).

Segundo Wang e Murphy (1994), as caracteristicas funcionais
apresentadas pela soja sdo atribuidas principalmente as isoflavonas, que
constituem um grupo de fitoestrégenos que estdo associados a
prevencdo de diversas doencas (ALVES et al., 2010) e também atuam
na redugdo de sintomas relacionados a menopausa (PARK et al., 2009).
De acordo com Chun, Kim e Kim (2008), as isoflavonas apresentam-se
nas formas quimicas conjugadas, representadas pelos PB-glicosideos,
malonil glicosideos e acetil glicosideos; e nas formas ndo-conjugadas,
como agliconas; sendo que cada forma quimica possui trés isdmeros, ou
seja, a genistina, a daidzina e a glicitina, totalizando doze isoflavonas.
Estes autores relatam que estas diferentes estruturas quimicas podem ser
responsdveis pela biodisponibilidade destes e, portanto, pela forma de
atuacdo como produto funcional.

O perfil e teores de isoflavonas na soja sdo influenciados por
fatores genéticos e ambientais, com destaque para os seguintes fatores
ambientais: temperatura, umidade e tipo de solo (SEGUIN; BODO; AL-
TAWAHA, 2007). Ja o perfil e os teores de isoflavonas encontrados nos
alimentos dependem principalmente das condi¢des de processamento
utilizados, como tratamentos térmicos, hidrélise enzimdtica e processos
fermentativos (LI-JUN et al., 2004), sendo todos estes controlados
visando a obten¢@o de um produto final com propriedades nutricionais e
funcionais adequadas.

Concentrados e/ou isolados contendo propriedades funcionais,
obtidos a partir de Processos de Separacdo por Membranas (PSM) vém
sendo investigados (CASSINI et al, 2010), onde destes, tem-se a
ultrafiltracdo destacando-se na concentracdo de compostos dos extratos
de soja. Uma das razdes descritas na literatura, para o seu emprego, seria
relativa ao uso de temperaturas menores do que as normalmente
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aplicadas nos processos convencionais de concentracdo, como a
evaporagdo. Desta forma, € creditada as menores temperaturas
utilizadas, a manutencdo dos componentes funcionais a serem
concentrados. Por outro lado, tem se verificado que o emprego da
nanofiltracdo, outro PSM, que faz uso de membranas com menores
diametros de poros, é mais eficiente na concentracdo de compostos
funcionais dos mais variados extratos. No entanto, trabalhos sobre a
concentra¢do de isoflavonas da soja utilizando a nanofiltracdo, bem
como a submissdo do concentrado obtido a diferentes temperaturas e
tempos, visando avaliar o perfil e o teor de isoflavonas, sdo inexistentes.
Atendendo a este objetivo, o trabalho estd apresentando na forma de
capitulos:

(a) Capitulo 1 - Embasamento bibliografico abordando os principais
temas envolvidos no trabalho, tais como soja, isoflavonas da soja
e processos de separagido por membranas.

(b) Capitulo 2 - Emprego da nanofiltragdo para a obtencdo de um
concentrado, com alto teor de isoflavonas, proveniente de um
extrato aquoso de farinha desengordurada de soja, determinando
além das suas propriedades fisicas e quimicas, o perfil e o teor de
isoflavonas.

(c) Capitulo 3 - Avaliacio do efeito de diferentes tratamentos
térmicos (temperatura versus tempo) no teor de isoflavonas no
concentrado obtido a partir da nanofiltracdo do extrato aquoso de
Farinha Desengordurada de Soja (FDS).



CAPITULO 1

Revisao bibliografica
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 A soja (Glycine max Merril)

A soja (Glycine max Merril), planta herbicea de origem chinesa,
pertencente a familia das leguminosas, foi introduzida no Ocidente em
meados do século XVI, chegando ao Brasil no final do século XIX
(EMBRAPA SOIJA, 2009). De acordo com dados da CONAB (2009), o
Brasil € o segundo maior produtor mundial de soja, ultrapassando 60
milhdes de toneladas de gridos na safra 2009, concentrando a maior
produgdo nos estado do Mato Grosso, Parand e Rio Grande do Sul.

A soja é considerada um alimento completo, ja que € constituida
de aproximadamente 40 % de proteinas, 30 % de carboidratos, 20 % de
lipideos (SGARBIERI; GARRUTI,; GUZMAN, 1981), consideraveis
teores de vitaminas do complexo B, minerais (BAZINET et al., 1997;
PUPPO; ANON, 1999), lecitinas, saponinas, tocoferdis, inibidores de
protease e isoflavonas, sendo estas de grande interesse por suas
propriedades funcionais (MAKELA et al., 1994, ESTEVES;
MONTEIRO, 2001; BARNES et al., 2006; CHOI; RHEE, 2006).

As proteinas sdo os nutrientes presentes em maiores quantidades
na soja e sdo ricas em aminodcidos essenciais, como lisina e leucina
(PIRES et al., 2006). As proteinas de reserva glicinina e B-conglicinina
sdo as mais abundantes, mas também se destacam as lipoxigenases,
inibidores de tripsina Kunitz, inibidores de protease de baixa massa
molar, lectinas e ureases (MORAES et al., 2006). Além das proteinas, a
soja € rica em lipideos (18-20 %), sendo que, do total, cerca de 15 % sdo
dcidos graxos saturados e 85 % 4cidos graxos insaturados (destacando-
se os 4cidos linoleico e linolénico) (PENALVO et al., 2004). Segundo
Moraes et al. (2006), hda uma correlacdo negativa entre o teor de
proteinas e o teor de lipideos na soja, pois a medida que se aumenta o
teor de proteina, o teor de 6leo é reduzido.

Os carboidratos correspondem a 30 % da composicdo da soja,
sendo que destes 15 % sdo insoldveis e 85 % soldveis (USB, 2001). Da
mesma forma que os lipideos, quando se aumenta o teor de proteina, o
teor de carboidratos também reduz, o que evidencia correlacdo negativa
entre estas duas caracteristicas também (MORAES et al., 2006). Wilcox
e Shibles (2001) sugerem que o aumento no teor de proteina pode
reduzir o teor de acucares soliveis presentes na fracdo carboidratos
totais, melhorando desta forma a qualidade nutricional do farelo de soja.
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Os demais componentes da soja incluem minerais (célcio, ferro,
potdssio, magnésio, fosforo, zinco e sddio), vitaminas do complexo B e
a-tocoferol (SAIDU, 2005). Kim et al. (2005), afirmam que a soja é
considerada um alimento funcional pelas propriedades de suas proteinas
e isoflavonas, que exercem ac¢do moduladora em determinados
mecanismos fisioldgicos. Entretanto, sdo as isoflavonas as mais
importantes por apresentarem atividade fisiolégica semelhante ao
horménio estradiol.

1.2 As isoflavonas da soja

As isoflavonas sdo metabdlitos secunddrios pertencentes ao grupo
dos bioflavondides, sintetizados quase que exclusivamente por plantas
da familia Leguminaceae. Essas substincias estdo presentes em grandes
quantidades na soja, grao de bico, feijao e outros legumes (DEVI et al.,
2008) e sdo conhecidas por suas indmeras a¢des quimicas bem como
atividade antioxidante e anticancerigena (KIM et al., 2005). J4, nas
plantas, funcionam como fitoalexinas conferindo-lhes resisténcia a
patégenos (KOGAN, 1986).

A estrutura quimica das isoflavonas (Figura 1) apresenta um
nucleo flavona, composto por dois anéis benzénicos (A e B) ligados a
um anel heterociclico (C). A posic¢do do anel benzénico B é a base para
a categorizacdo da classe flavondide (posicdo 2) e a classe isoflavondide
(posi¢do 3) (ROSTAGNO et al., 2009).

R
0 e
o]
\C CH (!.' o] CH
T VWp— L= O —LhR2
/
OH
OH
OH OH
DMMalonil Acetil Glicosil Agliconas

| Formas conjugadas | Forma aglicona |

Figura 1 Estrutura quimica das isoflavonas.
Fonte: Rostagno et al. (2009).




Capitulo 1 — Revisdo Bibliogrdfica 23

As isoflavonas estdo presentes na soja em quatro formas
quimicas: agliconas, [-glicosideos, acetil glicosideos e malonil
glicosideos sendo que cada uma apresenta-se em trés classes: genistina,
daidzina e glicitina (KAO; CHIEN; CHEN, 2008) (Figura 2). De acordo
com Barbosa, Lajolo e Genovese (2006), as diferengas na estrutura
quimica das isoflavonas podem influenciar na sua atividade bioldgica,
na sua biodisponibilidade e nos seus efeitos fisioldgicos.

Segundo Tsukamoto et al. (1995), cerca de 80 a 90% do total de
isoflavonas dos grdos encontram-se nos cotilédones, sendo que o
restante fica no hipocétilo, onde a concentragio em base madssica é
maior do que nos cotilédones. A quantidade e o tipo de isoflavona
presente na soja € afetada pelo ambiente, pelo gendtipo e pela interagdo
desses fatores durante o desenvolvimento dos grios (CARRAO-
PANIZZI; SIMAO; KIKUCHI, 2003; LEE et al., 2003; LEE et al.,
2007).

7
I Agliconas I —_— Daidzeina R H H H
~
/
Glicosideos — Daidzina —  CO:H, H H
—~
R =
/'
I Acetil glicosideos I"‘ A-Daidzina — C,O;H) + COCH, H I
~
s CO.H, +COCH, OCH, B
— »C,0.H, +COCH,CO0H H CH
/
I Malonil glicosideos I—- M Daidzina | ——»C,0.H,, + COCHL,COOH  H E
~
——» C0.H, + COCH,CO0H  OCH, H

Figura 2 Classificacdo e estrutura quimica das isoflavonas.
Fonte: Kao et al. (2008).
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A concentragdo de isoflavonas na soja varia entre 0,3 a 0,8 % em
peso seco e estdo presentes na soja principalmente na forma glicosidica
(JUNG; MURPHY; SALA, 2008). No entanto, a biodisponibilidade das
isoflavonas no corpo humano depende da capacidade das B-glicosidases,
da microbiota intestinal, em degradar as formas glicosiladas de
isoflavonas para a forma aglicona (LIMA, 2003).

As  P-glicosidases  (B-D-glucosideo-o-glucohidrolase, EC.
3.2.1.21) sdo enzimas que hidrolisam as ligagdes P-glicosidicas dos
dissacarideos, oligossacarideos e outros glicosideos conjugados. Estdo
amplamente distribuidas na natureza e desempenham um papel muito
importante nos processos bioldgicos, como na hidrdlise de compostos
fendlicos e glicolipideos e modificagdes de metabdlitos secunddrios,
como os glicosideos fitoestrogénicos, melhorando sua atividade
biolégica (HSIEH; GRAHAM, 2001; YANG et al., 2009).

Segundo Kao, Chien e Chen (2008), as formas agliconas possuem
maior biodisponibilidade e maior atividade biol6gica do que as formas
conjugadas, no entanto, diversos estudos ainda vém sendo realizados
para verificar a biodisponibilidade das isoflavonas em humanos.

Estudos demonstraram que as isoflavonas apresentam estrutura
quimica e massa molar semelhante aos estrégenos, que sdo oS
hormoénios sexuais femininos. (ADLERCREUTZ; MAZUR, 1997,
ROSTAGNO et al., 2009). Dentre as agliconas, a genisteina tem
recebido atencdo nédo sé pelo seu potencial efeito anti-estrogénico, mas
também por inibir muitas enzimas-chave que podem estar envolvidas no
surgimento do cancer (MOLTENI; BRIZIO-MOLTENI; PERSKY,
1995). A Figura 3 ilustra a estrutura molecular do horménio 17 B-
estradiol (a) e da genisteina (b).

ﬁb aysa

17 p-estradiol Genisteina

HO

Figura 3 Estrutura molecular do horménio 17 B-estradiol (a) e da
genisteina (b).
Fonte: Boersma et al. (2001).
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Dentre os principais efeitos funcionais das isoflavonas tem-se a
diminuicdo da intensidade e frequéncia dos sintomas vasomotores em
mulheres na menopausa (NAHAS et al., 2003), na prevencdo da
osteoporose  (POTTER; BAUM; TENG, 1998; ESTEVES;
MONTEIRO, 2001), na reducdo de doengas cardiovasculares (LISSIN;
COOKE, 2000; SACKS et al.,, 2006) e na diminui¢do do colesterol
sérico e da pressdo arterial (POTTER ; BAUM; TENG, 1998;
WEGGEMANS; TRAUTWEIN, 2003; LUKACZER et al., 2006).
Estudos também comprovam que essas substdncias possuem atividade
antioxidante, antifingica e antimutagé€nica (MIYAZAWA et al., 1999;
LEE et al.,, 2005; BENAVENT et al.,, 2008), além de atuar no
metabolismo dos lipideos e da glicose (CEDERROTH; NEF, 2009).
Existem diversos trabalhos apontando os beneficios das isoflavonas para
a sadde, porém ainda ndo foi estabelecida a quantidade necessdria de
isoflavonas que deve ser ingerida para produzir tais efeitos. Setchell
(1998) com base em alguns estudos, propds que a ingestdo didria de 30-
50 mg seria o suficiente para desencadear os efeitos clinicos benéficos a
satide.

O teor de isoflavonas em derivados da soja depende da matriz do
produto (sélido ou liquido), do processamento e das condigdes de
estocagem (BARNES; KIRK; COWARD, 1994). Os processos
tecnoldgicos utilizados para a obtenc¢do de alimentos derivados da soja
podem afetar as caracteristicas do produto final, inclusive de alguns
componentes que definam as suas propriedades funcionais, como as
isoflavonas. Sabe-se que a biodisponibilidade das isoflavonas pode ser
influenciada pela sua forma quimica nos alimentos e sua suscetibilidade
para degradacdo durante tratamentos térmicos (CEDERROTH; NEF,
2009). Virios trabalhos tém mostrado que a concentracdo e o perfil das
isoflavonas sofrem alteracdes em decorréncia dos diferentes tratamentos
aplicados a soja para a obtencdo de diferentes produtos alimenticios. Os
tratamentos térmicos e a maceracdo da soja sdo considerados os
principais fatores nesse aspecto (COWARD et al., 1998; GRUN et al.,
2001; JACKSON et al., 2002; EISEN; UNGAR; SHIMONI, 2003;
SHIMONI, 2004; ROSTAGNO; PALMA; BARROSO, 2005;
MATHIAS et al., 2006; PRABHAKARAN; PERERA, 2006; NUFER;
ISMAIL; HAYES, 2009).

Segundo Sutil (2006), o tratamento hidrotérmico dos grdos,
pritica comum no processamento de diversos alimentos como tempeh,
tofu e extrato hidrossolivel de soja, facilita a clivagem das isoflavonas
conjugadas (B-glicosideos), pela acdo das enzimas [-glicosidases
endégenas da soja e, consequentemente, aumenta o teor de agliconas.



26 Capitulo 1 — Revisdo Bibliogrdfica

Durante o processamento, os graos da soja sdo submetidos a condi¢des
que podem favorecer ou inibir a atuagdo da enzima B-glicosidase, ja que
as B-glicosidases enddgenas da soja apresentam sua atividade 6tima em
temperatura de 50 °C e pH 6,0, porém quando purificadas podem atuar
em diferentes faixas de temperatura e pH (MATSUURA; OBATA;
HUKUSHIMA, 1989).

A etapa de fermentagdo no processamento de alguns produtos da
soja, como o tofu e o tempeh, também pode alterar o perfil das
isoflavonas. O processo fermentativo leva a um aumento do teor de
agliconas (genisteina e daidzeina) devido a acfo hidrolitica das B-
glicosidases produzidas por determinadas bactérias laticas utilizadas no
processo (ROSSI et al., 2004). Alguns microorganismos probidticos,
como Lactobacillus e Bifidobacterium sdo conhecidos por possuirem [3-
glicosidases enddgenas que podem alterar o perfil das isoflavonas
durante a fermentacio. Embora cada grupo de probidticos tenha
potencial hidrolitico distinto em um processo fermentativo, sabe-se que
nesse processo aumenta-se a concentracdo de isoflavonas agliconas
bioativas e, concomitantemente, diminui a concentragdo das isoflavonas
glisosidicas (OTIENO; ASHTON; SHAH, 2007).

A quantificacdo de isoflavonas em produtos da soja é geralmente
realizada pela extragdo destas do grdo ou da matriz alimenticia
utilizando solventes polares, sendo em seguida o extrato analisado, por
exemplo, através da Cromatografia Liquida de Alta Eficéncia (CLAE)
ou do imuno-ensaio (BERHOW, 2002)

A etapa de extracdo é extremamente importante, pois permite a
liberagdo do analito da matriz, possibilitando a determinagio
quantitativa dos compostos de interesse. Apds a adicdo de solvente
organico (metanol, etanol ou acetonitrila) ao material, é feita a filtracio
para obtencdo de extratos que serdo utilizados na quantificacdo das
isoflavonas por CLAE (VACEK et al.,, 2008). No entanto, varios
pardmetros podem influenciar na etapa de extragio das isoflavonas, tais
como polaridade e quantidade de solvente, temperatura, massa e tipo de
amostra e tempo de extragdo (ROSTAGNO et al., 2009).

Outros procedimentos mostraram ser fundamentais para melhorar
a eficiéncia do processo de determinacdo das isoflavonas, como o
desengorduramento da amostra com hexano (COWARD et al., 1993) e a
filtracdo do extrato em pré-coluna de fase sélida antes da inje¢do no
cromatdgrafo, ja que ambos serviriam para eliminag¢do de interferentes,
auxiliando na preservacdo da integridade da coluna cromatografica
(BERHOW, 2002).
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As técnicas cromatogrificas sdo as mais empregadas para a
separacdo dos 12 isomeros de isoflavonas de soja e seus derivados,
sendo que a CLAE equipada com coluna de fase reversa, em condi¢des
de gradiente bindrio, é a técnica analitica mais utilizada (ROSTAGNO
et al., 2009). As metodologias de separagdo de isoflavonas por CLAE
variam muito e podem ser desenvolvidas pelo uso de diferentes
condigbes isocraticas, utilizando apenas um solvente ou sistemas em
gradiente bindrio em coluna de fase reversa, onde a fase
estaciondria(C;g) possui polaridade maior que a fase mével. A separacdo
das isoflavonas em fase reversa baseia-se nas interacdes hidrofobicas
dos isdmeros das isoflavonas com a fase estaciondria e os tempos de
retencdo de cada um variam de acordo com a afinidade com fase
estaciondria, composi¢do da fase movel, aplicacdo de gradiente de
elui¢do, temperatura da coluna, dentre outros. A hidrofobicidade das
isoflavonas aumenta na ordem [B-glicosideos, malonil glicosideos, acetil
glicosideos e agliconas, que sdo as mais hidrofébicas (VACEK et
al.,2008).

1.3 Processos de Separacao por Membranas (PSM)

Foi a partir da década de 60, do século XX, que os Processos de
Separacdo por Membranas (PSM) surgiram como uma alternativa as
operagdes convencionais de separacdo, como a destilagdo e a filtragdo,
contudo o seu desenvolvimento em escala comercial emergiu na década
de 80, nos Estados Unidos e na Noruega. A aplicacio do PSM foi
difundido nas inddstrias quimica (FERSI et al., 2005), farmacéutica
(DRIOLI, GIORNO, 1999), alimenticia (NOBLE; STERN, 1995;
BAKER, 2004; HABERT; BORGES, NOBREGA, 2006), na érea
biotecnoldgica (CHERYAN, 1998); bem como no tratamento de dguas
residuais (HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006; STEPHENSON et
al., 2006), por possuir uma série de vantagens, tais como baixo consumo
de energia; reducdo do numero de etapas de processamento;
simplicidade de operacdo; alta seletividade e eficiéncia na separagdo;
além da obten¢do de produtos com maior qualidade por nao fazer uso de
altas temperaturas, preservando as caracteristicas nutricionais e
sensoriais do produto obtido (STRATHMANN, 1990; CHERYAN,
1998; BAKER, 2004; HABERT; BORGES; NOBREGA, 2000;
ORDONEZ, 2005).

Dentre os PSM tém-se a microfiltracdo, a ultrafiltracdo, a
nanofiltracio e a osmose inversa, cujas principais diferengas sdo
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relativas ao tamanho médio dos poros da membrana e,
consequentemente a aplicacdo de diferentes pardmetros de operagao,
permitindo ou ndo a passagem de determinados componentes (Figura 4).
A medida que o tamanho médio de poro da membrana diminui, torna-se
necessdrio a aplicacdo de maiores pressdes, para permitir a passagem de
solucdo através da membrana, sendo utilizadas faixas entre 0,2 a 3,5 bar,
para a microfiltracdo; 0,5 a 5,0 bar, para a ultrafiltracdo; 1,5 a 40 bar
para a nanofiltracdo; e de 20 a 100 bar, para a osmose inversa
(CHERYAN, 1998).
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Figura 4 Principais caracteristicas dos Processos de Separa¢do por
Membranas (PSM) de acordo com a seletividade e forca motriz
aplicada.

Fonte: Habert et al. (2006).

De acordo com Strathmann (1990), as membranas sdo definidas
como filmes poliméricos ou inorgdnicos semipermedveis que servem
como uma barreira seletiva para uma filtracio em escala molecular de
uma solugdo, quando aplicada alguma forca motriz. Esta barreira, que
controla a transferéncia de massa através de sua superficie, permite a
passagem de certos componentes de uma solucdo e restringe a passagem
de outros, gerando duas correntes distintas o permeado ou filtrado, que é
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o fluido que atravessa a membrana, e o concentrado ou retentado, este
constituido dos solutos que ndo ultrapassam a membrana por
apresentarem particulas maiores que o tamanho médio dos poros da
mesma (CHERYAN, 1998; ORDONEZ, 2005).

A caracterizagdo das membranas pode ser realizada de acordo
com a estrutura morfoldgica, natureza (material) e configuracdo modular
(CHERYAN, 1998). Quanto a morfologia, as membranas podem ser
classificadas em simétricas (isotrépicas) ou assimétricas (anisotrépicas),
porosas ou densas. Tanto as membranas densas quanto as porosas
podem ser simétricas ou assimétricas, ou seja, podem ndo apresentar as
mesmas caracteristicas morfologicas ao longo de sua espessura
(HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006).

Nas membranas porosas, a seletividade estd diretamente
associada entre o tamanho do poro da membrana e o tamanho das
particulas da solucdo, que devem ser inertes em relacdo ao material que
constitui a membrana. Nesse caso, o principal mecanismo de transporte
€ a convecgdo. J4 as membranas densas caracterizam-se por
apresentarem apenas uma fase, ndo possuindo poros em sua estrutura.
Nesse caso, o transporte das moléculas através da membrana ocorre nas
seguintes etapas: a sor¢do das moléculas na superficie da membrana, a
difusdo através do material que constitui a membrana e por ultimo, a
dessorcdo das moléculas no lado do permeado (MULDER, 2000;
HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006).

As membranas simétricas sdao uniformes ao longo de sua
estrutura, com densidade constante, podendo ser porosas ou ndo,
apresentando seletividade absoluta, ou seja, retencdo de 100 % das
particulas com didmetro maior que o do poro nominal. J4 as membranas
assimétricas tém um gradiente de composi¢do em sua estrutura,
apresentando diferenca no tamanho do poro perpendicular a superficie,
sendo que os poros normalmente crescem em dire¢do oposta a superficie
filtrante. Esse tipo de membrana possui uma fina camada densa de 0,1 a
0,2 um de espessura que realiza a separacdo e determina o fluxo; além
de uma camada porosa, que d4 a sustentacdo mecinica da membrana. As
propriedades de separacdo de membranas simétricas sdo determinadas
por toda a sua estrutura, enquanto as propriedades de separacdo de
membrana assimétricas sdo principalmente determinadas pela regido
mais densa da membrana (DZIEZAK, 1990; CHERY AN, 1998).

Outra importante diferenca entre membranas assimétricas e
simétricas estd na definicdo e caracterizacdo dos limites de retengdo. A
retencdo das membranas simétricas é dada em funcdo do seu didmetro
equivalente ao poro de mdaximo tamanho, enquanto que para as
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membranas assimétricas essa retencdo € expressa como razdo nominal
que se refere a um didmetro de corte (cut off), definido como o valor da
massa molar das moléculas para o qual a membrana apresenta
coeficiente de rejeicdo de 95 % (CHERYAN, 1998; MULDER, 2000;
HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006). Assim, uma membrana com
diametro de corte nominal de 15 kDa € aquela capaz de rejeitar 95 % de
moléculas com massas molares de 15 kDa ou superiores (HABERT;
BORGES; NOBREGA, 2006).

As membranas podem ser fabricadas a partir de uma grande
variedade de materiais (PETRUS, 1997, HABERT; BORGES;
NOBREGA, 2006). As membranas sintéticas comerciais sio produzidas
a partir de dois grupos de material: os polimeros, que se constituem de
materiais organicos (acetato de celulose, poliamidas, polissulfonas,
polifluoreto de vinilideno, dentre outros); e os materiais inorginicos
(metais e materiais ceramicos) (HABERT, 2006). Segundo Petrus
(1997) e Cheryan (1998), as membranas poliméricas apresentam altos
fluxos, boa rejei¢do a sais, tolerancia a altas temperaturas (até 75 °C) e a
variacdes de pH (2 a 12), boa resisténcia ao cloro (até 200 mL/L) e a
compactacdo. J4 as membranas inorganicas ou ceramicas possuem
grande resisténcia mecanica e suportam altas pressdes (20 bar). Além
disso, toleram todas as faixas de pH (0 al4) e temperaturas superiores a
400 °C; sdo quimicamente inertes, porém tém custo mais elevado
(CUPERUS; NIJHUIS, 1993).

As membranas industriais sdo dispostas em mddulos, que
permitem acomodar grandes dreas de filtracdo em um pequeno espago,
cujas estruturas suportam a pressdo aplicada sobre o sistema. Segundo
Barato (2008), os médulos devem apresentar canais para alimentagdo e
para a remog¢do do permeado e do concentrado. Os médulos podem ser
preparados tanto na geometria plana (placa-quadro e espiral) quanto
cilindrica (tubular, capilar e fibra oca) (HABERT; BORGES;
NOBREGA, 2006) (Figura 5). Essas configuracdes sio as estruturas que
ddo suporte e acondicionam a membrana e, segundo Rautenbach e
Albrecht (1989), devem atender as caracteristicas de interesse, tais como
alta drea de permeagdo por volume ocupado, baixo custo de fabricacdo,
facilidade de operacgdo e limpeza, além da possibilidade e facilidade de
troca da membrana. Dentre estes médulos, o espiral é constituido de
vérias camadas de membranas planas, suporte e espacadores enrolados
em um tubo coletor de permeado. E o modulo mais compacto que
atualmente existem no mercado, destacando-se por apresentar alta
relacdo drea/volume e baixo custo de fabricacio (STRATHMANN,
1990).
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Fibra oca Tubular Plana Espiral

Figura S Principais configuracdes de médulos de membranas.
Fonte: Gea Filtration (2009).

Existem dois métodos de filtracdo utilizados nos processo de
separacdo por membranas: a filtracdo convencional ou perpendicular
(dead-end filtration) e a filtracdo tangencial (cross-flow filtration)
(CHERYAN, 1998) (Figura 6). Em um sistema de filtragdao
convencional, o escoamento do fluido ocorre perpendicularmente a
superficie da membrana, fazendo com que os solutos se depositem sobre
a mesma, favorecendo a formacdo da camada de polarizacido
(MULDER, 2000), resultando na diminui¢do do fluxo de permeado,
tornando necessdrias interrupgdes do processo para limpeza da
membrana (PAULSON; WILSON; SPATZ, 1984). Dessa forma, essa
configuragdo € vidvel somente com suspensdes que contenham baixo
teor de solidos, sendo usadas na separacdo de particulas imisciveis,
maiores que 10 um (DZIEZAK, 1990). Ja na filtracdo tangencial, o
fluido escoa paralelamente a superficie da membrana enquanto o
permeado € transportado transversalmente a mesma ocorrendo o arraste
continuo dos solutos, que tendem a se acumular na superficie,
permitindo manter o fluxo e tornando o processo mais eficiente
(PAULSON; WILSON; SPATZ, 1984; MULDER, 2000; BAKER,
2004; HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006). Dessa forma a filtragio
tangencial permite concentrar solugdes com maiores teores de solidos
totais (RAUTENBACH; ALBRECHT, 1989), além de ser viavel ao
emprego de maior volume de matéria-prima, gerando processos
continuos (DZIEZAK, 1990).



32 Capitulo 1 — Revisdo Bibliogrdfica

alimentagiio . .
cntdy alimentagio _ concentrado
concentrado - —_—

G permeado 0’ G]Jcnncmiug

Filtracao Convencional Filtracao Tangencial
‘Dead End Filtration™ “Cross Flow Filtration”

Fluxo Permeado
Fluxo Permeado
!

Tempo

l-—-—== Solvente 2 Solugio 3 — S0 ugio
(56 polarzagio) (polanzagio + “fouling ™)

Figura 6 Comparacdo entre o processo de filtragdo perpendicular
(convencional) e a filtragdo tangencial e respectivos comportamentos de
fluxo em funcdo do tempo.

Fonte: Nascimento (2004).

Nos processos de separagdo por membranas, normalmente ocorre
um declinio do fluxo de permeado com o tempo. Esse declinio
geralmente € resultado de alguns fendmenos decorrentes do processo,
tais como a camada de polarizacdo, formacdo da camada gel polarizada
e efeito fouling, sendo este o entupimento dos poros da membrana
(CHERYAN, 1998; MIRANDA, 2005). De acordo com Schifer, Fane e
Waite (2006), a camada de polarizacdo € um fendomeno reversivel
ocasionado pelo acimulo de solutos na superficie da membrana,
aumentando sua concentracdo ao longo do tempo do processo. Esse
fenomeno pode ser definido pelo gradiente de concentragdo formado
entre a regido proxima a membrana (camada limite), com alta
concentragdo de solutos e a regido por onde passa a solucdo de
alimentacdo (Figura 7). Esse gradiente formado é compensado por uma
difusdo desses solutos no sentido contrdrio ao fluxo de permeado,
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formando a zona de polarizagdo e, consequentemente, provocando uma
diminuicao do fluxo (SCHAFER; FANE; WAITE, 2006). J4 o fouling, é
um fendmeno irreversivel, caracterizado pela deposicdo e acimulo de
solutos na superficie e dentro dos poros da membrana, por adsor¢do ou
bloqueio fisico dos poros. A intensidade do fouling depende do tipo de
membrana, da concentragdo e solutos presentes na solu¢do, bem como
da temperatura, pH e tempo de operacdo. Como o fouling ocorre devido
a interacdes fisicas e quimicas entre os solutos e a membrana, ndo pode
ser minimizado apenas por modifica¢des das condi¢cdes hidrodindmicas
do sistema, sendo necessaria a aplicacdo de processos de limpeza, com
substincias detergentes, solucdes alcalinas e d4cidas ou agentes
oxidantes, recomendados a cada tipo de membrana (PETRUS, 1997;
RODRIGUES, 2002).

Zona de Polarizagao

Perfil de concentragéo

' Camada de Gel

Fluxo de Membrana
Alimentago

11

Figura 7 Esquema de formacdo da camada gel na membrana.
Fonte: Adaptado de Petrus (1997).

Os PSM vém sendo empregados no processamento de produtos
da soja visando a concentracdo e/ou fracionamento de sdlidos,
resultando em maior rendimento e qualidade nutricional de produtos
(RAZAVI; HARRIS, 1996b; KUBERKAR; DAVIS, 2000;
NOORDMAN et al., 2003; KUMAR; YEA; CHERYAN, 2004), sendo
que a ultrafiltracdo é o processo mais utilizado para fracionamento e/ou
concentracdo de proteinas (ALIBHAI et al, 2006; MOURE;
DOMINGUES; PARAJO; 2006) e de isoflavonas (XU et al., 2004).
Paralelamente a isso, vem sendo estudadas as melhores condicdes
operacionais e tipos de membranas, onde a preocupagdo € relativa a
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diminuicdo do fouling e a viabilidade econdmica para aplicacdo desta
tecnologia em escala industrial (RAZAVI; HARRIS, 1996a;
NOORDMAN et al, 2003; KUMAR; YEA; CHERYAN, 2004;
MARCOS et al., 2009).
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RESUMO

A nanofiltracdo foi empregada para a obtencdo de um concentrado a
partir do extrato aquoso de Farinha Desengordurada de Soja (FDS).
Foram determinadas as propriedades fisicas e quimicas deste
concentrado, além do perfil e o teor de isoflavonas. Quando comparado
ao extrato aquoso original, o concentrado apresentou maiores teores de
s6lidos totais (p < 0,05), e, portanto maiores teores (p < 0,05) de cinzas,
proteinas e carboidratos. Ocorreu aumento nos teores de isoflavonas
totais (p < 0,05) no concentrado, entretanto, ndo foram proporcionais ao
aumento do Fator de Reducdo Volumétrico (FRV = 4) utilizado.
Observou-se, também, que os teores dos conjugados glicosidicos foram
maiores (p < 0,05) no concentrado, entretanto ndo houve diferenca (p >
0,05) entre os teores de agliconas no extrato aquoso original e no
concentrado. Em ambos, extrato aquoso original e concentrado ndo foi
detectada a forma acetil glicosideos. Finalmente, verificou-se, baseando-
se no perfil e nos teores de isoflavonas no concentrado, que a
nanofiltracdo pode ser empregada na concentracio destes compostos.

Palavras-Chave: isoflavonas, nanofiltracdo, concentrado.
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ABSTRACT

Nanofiltration was used to obtain a concentrate from the aqueous extract
of Defatted Soy Flour (DSF). The chemical and physical properties and
also the profile and the isoflavones content in concentrate were
determined. When compared to the original aqueous extract, the
concentrate had higher total solids (p < 0.05), and therefore higher levels
(p < 0.05) of ashes, protein and carbohydrates. There was an increase in
level of total isoflavones (p < 0.05) in the concentrate, although it was
not proportional to the increase in Volumetric Reduction Factor (VRF =
4) employed. It was noted also that the levels of conjugated glycosides
were higher (p < 0.05) in the concentrate, however there was no
difference (p > 0.05) between the levels of aglycones in the original
aqueous extract and concentrate. In both the original and the
concentrated aqueous extract it was not detected the acetyl glucosides
form. Finally, according to the profile and content of isoflavones in the
concentrate, the nanofiltration could be used to concentrate these
compounds.

Keywords: isoflavones, nanofiltration, concentrate.
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1. INTRODUCAO

A soja (Glycine max Merril) é um dos produtos agricolas que
vem despertando interesse nos ultimos anos ndo s pela importancia
econdmica, mas principalmente por suas propriedades nutricionais e
funcionais (MACHADO et al., 2008; PAUCAR-MENACHO et al.,
2010). Além de ser excelente fonte de proteinas, de dcidos graxos poli-
insaturados, minerais e outros nutrientes importantes (SILVA et al.,
2006), a soja é conhecida por conter grande nimero de fitoquimicos
bioativos como as isoflavonas, saponinas, fitoesterdis, inibidores de
protease, inositol, hexafosfatos, esfingolipideos, 4cidos fendlicos e
inibidores de tripsina (PARK et al., 2002; LUTHRIA et al., 2007; WU;
MUIR, 2009). Entre esses compostos, as isoflavonas, pertencentes a
classe dos fitoestogenos (ADLERCREUTZ; MAZUR, 1997;
UMPHRESS et al., 2005; LEE; LEE, 2009), se destacam por sua
propriedade funcional (MAHUNGU et al.,, 1999; RIAZ, 1999;
TSUMURA et al, 2005; GOES-FAVONI; CARRAO-PANIZZI,
BELEIA, 2010). As isoflavonas encontradas na soja podem estar
presentes nas seguintes formas quimicas: malonil glicosideos (malonil
ginestina, malonil dadizina e malonil glicitina); B-glicosideos (genistina,
daidzina e glicitina); acetil glicosideos; e as agliconas, como genisteina,
daidzeina e gliciteina (FARAJ; VASANTHAN, 2004; GENOVESE et
al., 2007; RANILLA; GENOVESE; LAJOLO, 2009). Estas formas tém
sido largamente estudadas quanto aos seus efeitos bioldgicos benéficos a
saide humana, como atividade estrogénica, antioxidante e antiftingica,
atuando na prevengdo de doencas do coracdo, obesidade,
hipercolesterolemia, cancer, diabetes, doencas dos rins, osteoporose e
sintomas de menopausa (ADLEREREUTZ; MAZUR, 1997,
SETCHELL; CASSIDY, 1999; BARNES et al., 2006; CRAIG, 2009).

O potencial da soja como alimento funcional vem sendo
explorado pelas industrias alimenticias através de tecnologias de
concentracdo. Entretanto, estas metodologias utilizam grandes
quantidades de solventes organicos (CHANG, 2002). Os processos de
separacdo por membranas, como a nanofiltracdo, sdo considerados
promissores na concentragcdo de compostos de interesse, porque
apresentam vantagens como o uso de baixas temperaturas; baixo
consumo de energia; reducio do impacto ambiental, devido a eliminag¢io
do uso de solventes; além da manutencdo das propriedades creditadas a
estes compostos (XU et al.,, 2004; MELLO; PETRUS; HUBINGER,
2010). Estas vantagens s3o importantes para as isoflavonas, pois
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segundo Goées-Favoni et al. (2004) a presenca e a concentragio destes
compostos em produtos da soja sdo influenciadas pelas condi¢des de
processamento, como a temperatura.

A nanofiltracdo tem hoje vdrias aplicacdes importantes (WANG
et al., 2009), como na concentracio e purificagdo de compostos
presentes em baixas concentracdes em plantas e extratos, como
xantofilas (TSUI; CHERYAN, 2007), flavonoéides, terpendides (XU;
WANG, 2005) e compostos fendlicos (MELLO; PETRUS;
HUBINGER, 2010), todos de grande aplicagio na inddstria
farmacéutica e quimica. Entretanto, ¢ recomenddvel que o produto
submetido a nanofiltracdo tenha baixos teores lipidicos, evitando-se
problemas relacionados ao fouling da membrana (CUARTAS-URIBE et
al., 2007). Estes cuidados foram observados por Noordman et al. (2003)
na concentragdo de compostos funcionais, obtidos a partir de extrato
aquoso de farinha de soja. O objetivo deste trabalho foi empregar a
nanofiltracio visando obter um concentrado, com alto teor de
isoflavonas, proveniente de um extrato aquoso de farinha
desengordurada de soja, determinando além das suas propriedades
fisicas e quimicas, o perfil e o teor de isoflavonas.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

A soja utilizada no preparo da farinha desengordurada de soja foi
fornecida pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria — Centro
Nacional de Pesquisa da Soja (Embrapa Soja). Utilizaram-se grdos da
linhagem BRS 216, safra 2007, colhidos na regido de Maud da Serra -
PR (Latitude sul 23°54°, a 1020 m de altitude). A soja, de acordo com
informacdo fornecida pela Embrapa Soja, continha a seguinte
composi¢do quimica: 39,6 % de proteinas, 16,4 % de lipideos e 90,5 %
de sélidos totais.

Os reagentes utilizados nas andlises foram de grau analitico e
grau cromatografico. Os padrdes referentes a daidzina e daidzeina foram
obtidos da Fujicco Co., Ltda (Tékio, Japdo), enquanto genistina e
genisteina da Sigma Chemicals Co., Ltda (St Louis, MO, EUA.), e a
glicitina, gliciteina, malonil daidzina, malonil genistina, malonil
glicitina, acetil daidzina, acetil genistina e acetil gilicitina da Wako
Chemicals (Anaheim, CA, EUA).
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2.2 Obtencao do extrato aquoso da farinha desengordurada de soja
(FDS)

Para a elaboracdo do extrato aquoso de FDS (Figura 1),
procedeu-se a secagem dos grdos de soja, da cultivar BRS 216, em
estufa com circulagdo de ar forcada (Modelo 320-SE, FANEM®, Sao
Paulo, Brasil), a 40 °C por 24 horas. Apds a secagem, os graos foram
moidos em moinho de facas (VIBRAMATT®, Séao Paulo, SP, Brasil). A
farinha obtida nesta etapa foi peneirada em tamiz de 20 mesh e,
posteriormente,em tamiz de 35 mesh (GRANUTEST®, Sao Paulo,
Brasil) e desengordurada com n-hexano a temperatura ambiente, em
torno de 25 °C.

A FDS foi misturada em dgua, na propor¢ao de 1:8 (FDS:4dgua) e
mantida a 50 °C por 15 horas com agitacdo de 120 rpm, em shaker com
agitacdo orbital (Modelo TE-421, TECNAL®, Piracicaba, SP, Brasil).
Uma agitacdo adicional foi realizada em agitador magnético (Modelo Q-
261, QUIMIS®, Diadema, SP, Brasil) por 5 minutos. Esta mistura foi
submetida a duas etapas de filtracdo, sendo a primeira realizada em filtro
de nylon (BRASHOLANDA®, Pinhais, PR, Brasil), visando a retirada
das particulas maiores da farinha, e a segunda em filtro a vicuo em tela
de poliamida com abertura de 7 pm (TEGAPE®, Curitiba, PR Brasil),
obtendo-se entdo o extrato aquoso de FDS.

2.3 Nanofiltracio do extrato aquoso de FDS

Os ensaios da nanofiltracdo do extrato aquoso de FDS foram
realizados em duplicata em uma unidade operando com fluxo tangencial
(Figura 2), a temperatura de 16 = 2 °C e pressdo transmembrana de 7
bar. Utilizou-se uma membrana organica de polifluoreto de vinilideno
com ponto molar de corte de 150-300 g/mol e érea filtrante ttil de 0,9
m’ (Modelo HL2521TF, GE Osmonics®, Filadélfia, EUA).

Dez litros de extrato aquoso de FDS foram submetidos a NF por
aproximadamente 40 minutos, sendo este o tempo necessdrio para
concluir a operagdo de concentragdo em um sistema sem reciclo de
permeado, atingindo um Fator de Reducdo Volumétrico (FRV) igual a
4. O FRV foi calculado através da razdo entre o volume inicial de
extrato de FDS utilizado na alimentagdo (L) e o volume final de
concentrado ap6s a NF (L). Durante a NF foi medido o fluxo do
permeado (J) (L.hl.m'z), a cada cinco minutos e calculado de acordo
com a Equacdo 1.
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Graos de soja
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Extrato Aquoso de FDS

Figura 1 Fluxograma das etapas de obtencdo do extrato aquoso da
Farinha Desengordurada de Soja (FDS).
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onde V, (L) é o volume de permeado coletado durante o intervalo de

tempo t (h) e A, (m®) é a drea da superficie de permeacdo da membrana.
Apés cada experimento o equipamento foi higienizado com

solucdo alcalina, de acordo com as instrugdes sugeridas pelo fabricante.
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Figura 2 Esquema simplificado da unidade piloto de nanofiltragio
utilizado nos experimentos.
Fonte: Arquivo pessoal do autor (2010).

2.4 Analise fisico-quimica

Amostras de FDS foram avaliadas quanto aos teores de umidade
(% m/m), enquanto as amostras do extrato aquoso de FDS e do
concentrado foram avaliadas quanto aos teores de Sélidos Totais (ST)
(% m/m), por gravimetria, através de secagem direta em estufa a 105 °C,
de acordo com as Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (IAL,
2005). Nestas amostras foram determinados os teores de lipideos (%
m/m), por extracio em Soxhlet; e o teor de cinzas (% m/m),
gravimetricamente, também conforme o IAL (2005). O teor de proteinas
(% m/m) foi determinado pelo método Kjeldahl (N x 6,25), segundo
metodologia proposta pela AOAC (2005). Ja o teor de fibras totais,



58 Capitulo 2

realizada também de acordo com a AOAC (2005), foi determinado
somente na FDS. Em todas as amostras o teor de carboidratos totais (%
m/m) foi obtido por diferenca.

O pH do extrato aquoso de FDS foi medido em pHmetro digital
(MP220, Metler-Toled0®, Greinfensee, Suica). Todas as andlises foram
realizadas em triplicata.

2.5 Indice de sedimentacao (IS)

O Indice de Sedimentacdo (IS) (%) do extrato de FDS,
determinado em triplicata, foi avaliado conforme metodologia proposta
por Romero et al. (2008), onde 30 gramas de amostra foram adicionadas
em um tubo de ensaio (18 x 1,5 cm) e mantidas a 7 °C por 72 horas. A
Massa Total da Amostra (MTA) (g) e a Massa Total do Soro Liberado
(MTSL) (g) foram obtidas e empregadas no cdlculo do IS, de acordo
com a Equacdo 2.

_ MTSL
MTA

IS

x100 (%) Equagdo 2

2.6 Extracio e determinacio de isoflavonas

A extracdo e determinagdo do teor de isoflavonas foram
realizadas em amostras da FDS, do extrato aquoso de FDS e do
concentrado. Esta extracdo foi realizada conforme metodologia proposta
por Carrdo-Panizzi, Gées-Favoni e Kikuchi (2002), com modificacdes.
Para extracdo de isoflavonas na FDS, primeiramente pesou-se 100 mg
de amostra, que foi transferida para um tubo de ensaio de 10 mL, onde
adicionou-se 4 mL de uma solucdo extratora (70 % de etanol e 0,1 % de
acido acético). Para o extrato aquoso de FDS e o concentrado, utilizou-
se uma aliquota de 1,5 mL de amostra adicionada de 2,5 mL da mesma
solucdo extratora empregada anteriormente. Os tubos contendo as
amostras e a solu¢do extratora foram agitados em “Vortex” (Modelo
MAI162, MARCONI®, Piracicaba, SP, Brasil) e submetidos a extracéo
por 1 hora em temperatura ambiente, sendo que neste periodo sofreram
agitacdo a cada 15 minutos. Em seguida, os tubos foram colocados em
banho ultrassonico (Modelo USC5000, UNIQUE®, Indaiatuba, SP,
Brasil) por 30 minutos. Uma aliquota de 1,5 mL deste extrato foi
transferida para tubos de microcentrifuga refrigerada (Modelo 5417R,
EPENDORFF®, Sdo Paulo, Brasil) e centrifugados a 20.800g por 15
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minutos, em temperatura de 4 °C. O sobrenadante foi filtrado através de
membranas com poros de 0,45 pum (MILLIPORE®, Billerica, MA,
EUA), sendo 20 puL do extrato filtrado injetados no cromatégrafo.

A separacdo e a quantificacdo das isoflavonas foram realizadas de
acordo com a Berhow (2002), utilizando Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), com detector de arranjo de foto diodo (Modelo 996)
e injetor automatico de amostras (Modelo 717 Plus) da WATERS®
(Milford, EUA). Utilizou-se nesta etapa uma coluna de fase reversa
(YMC Pack ODS-AM®, 250 mm x 0,4 mm de diametro). Para a
separacdo das isoflavonas, adotou-se o sistema de gradiente linear
bindrio, tendo como fases modveis: (a) metanol contendo 0,025 % de
acido trifluoroacético (TFA) (fase A) e (b) dgua ultrapura
(MILLIPORE®, Billerica, MA, EUA) contendo 0,025 % de TFA (fase
B). A condig@o inicial do gradiente foi de 20 % para a fase A, atingindo
90 % em 35 minutos, seguido de limpeza da coluna com 100 % de fase
A durante 5 minutos para, em seguida, retornar a 20 % e permanecer
nestas condi¢des por até 60 minutos. A vazdo da fase mével foi de 1
mL/minuto e a temperatura durante a corrida foi de 25 °C. Para a
deteccdo das isoflavonas, ajustou-se o comprimento de onda do detector
para 254 nm. O software utilizado para controle do equipamento e
aquisicdo de dados foi Millenium 32 (versdo 3.05.01) (GCLC® Toronto,
Pickering, ON, Canadd). Para a identifica¢cdo e quantificacdo dos picos
correspondentes a cada uma das isoflavonas foram utilizadas curvas de
calibracdo com regressdo linear baseados nas dreas dos picos, com
padrdes externos de daidzina, daidzeina, genistina, genisteina, glicitina,
gliciteina, malonil daidzina, malonil genistina, malonil glicitina, acetil
daidzina, acetil genistina e acetil gilicitina todos solubilizados em
metanol (grau cromatogrifico), nas seguintes concentracdes: 0,00625
mg/mL; 0,0125 mg/mL; 0,0250 mg/mL; 0,0500 mg/mL e 0,1000
mg/mL, respectivamente. Os resultados de isoflavonas da FDS foram
expressos em mg isoflavona/100g de amostra sdlida e, para os extratos,
em pg isoflavona/mL de extrato.

Todas estas andlises foram realizadas em duplicata.

2.7 Analise estatistica

A andlise de varidncia (ANOVA) e o teste de Tukey (5 % de
significancia) foram empregados na andlise dos dados através do
software STATISTICA 7.0 (2004) (StatSoft Inc., Tulsa, OK, EUA), e os
resultados foram expressos como médias + desvio padrio.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Nanofiltracao (NF)

O comportamento do fluxo do permeado (J) durante a NF do
extrato aquoso de FDS € mostrado na Figura 3. Comportamento
semelhante foi observado por Hédur et al. (2009) na concentragdo por
membranas de produtos similares, a partir de extratos aquosos.
Noordman et al. (2003) e Habert, Borges e N6brega (2006) relatam que
alimentos liquidos com altos teores de proteinas tendem a apresentar tal
comportamento. Além disso, Liikanen, Yli-Kuivila e Laukkanen (2002),
Warczok et al. (2004), Van der Bruggen, Minttiri e Nystrom (2008) e
Sudrez et al. (2009) atribuem este declinio a camada de polarizacdo, em
decorréncia do processo de concentragdo, € ao fouling, ambos o0s
fendmenos normalmente presentes nos processos de separagdo por
membranas.
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Figura 3 Comportamento do fluxo do permeado (J) durante o processo
de NF do extrato aquoso de farinha desengordurada de soja.

O J médio obtido apresentou valor de 12,4 L-h'm™. Estes
resultados foram similares aos obtidos por Diaz-Reinoso et al. (2009),
para concentrados de extrato aquoso de destilado de bagaco de uva
fermentada, e por Luo et al. (2009) na remocéo do sal de molho de soja,
todos empregando a NF, onde os fluxos médios foram de 10 a 70 L-h’
"m? e de 6,64 L-h"-m?, respectivamente. Apesar de serem produtos
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diferentes, as similaridades entre os processos, com excecdo da pressido
utilizada, permitem a comparacdo entre os resultados. Entretanto, a
menor pressdo utilizada, em torno de 7 bar, segundo Mello, Petrus e
Hubinger (2010), normalmente nio sdo caracteristicas de processos de
NF, entretanto sao suficientes para que o processo acontega, € seja ainda
mais vidvel em decorréncia dos menores gastos energéticos a baixas
pressdes. Além disso, Wang e Murphy (1996), Chien et al. (2005),
Rostagno, Palma e Barroso (2005), Alothman, Bhat e Karim (2009),
Nufer, Ismail e Hayes (2009) e Shimoni (2009) relatam que baixos
tempos de processamento seriam ideais para a manutengdo do teor de
isoflavona. Desta forma justificam-se os parametros utilizados no
processo de NF do extrato aquoso de FDS.

3.2 Analise fisico-quimica

A composicdo fisico-quimica das amostras de FDS, do extrato
aquoso de FDS e do concentrado estd apresentada na Tabela 1.

Tabela 1 Resultado da andlise fisico quimica (médias + desvio padréo)
das amostras de Farinha Desengordurada de Soja (FDS), do extrato
aquoso de FDS e do concentrado obtido pelo processo de nanofiltracdo.

Extrato
Analise FDS aquoso de Concentrado
FDS

Umidade (% m/m) 11,55 £0,06 NA NA
Sélidos totais (% m/m) NA 4,00°£0,02  7,00'+0,03
Lipideos (% m/m) 8,86 +0,19 <0,10° <0,10*
Cinzas (% m/m) 4,99 +0,04 0,60°+ 0,03 1,00"+ 0,03
Proteinas (% m/m) 42,27 +0,51 1,90°+ 0,03 2,40"+ 0,04
Fibras totais (% m/m) 22,70 £ 0,00 NA NA

Carboidratos totais (% m/m) 9,64 +£0,24 1,60°% 0,03 3,70+ 0,05

NA = Nio Avaliado.

,b s . . . . .
** Letras mindsculas sobrescritas na mesma linha indicam diferencas

significativas (p < 0,05) entre as andlises realizadas.
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Os resultados das andlises fisico quimicas da FDS mostram
similaridades aquelas encontradas na literatura, quanto aos teores de
lipideos, cinzas e proteinas. Khetarpaul et al. (2004) encontraram 8,50
% de lipideos em farinha desengordurada de soja, enquanto produto
similar avaliado por Liu et al. (1997) continha 6,50 % de cinzas. Kumar
et al. (2002) encontraram teores de proteinas em farinha desengordurada
de soja em torno de 48,00 %. Em geral, a composi¢do fisico-quimica do
extrato aquoso de FDS ¢é semelhante aos extratos hidrossoliveis de soja
obtidos por Prudéncio e Benedet (1999) e Ciabotti et al. (2006).
Ressalta-se que o baixo teor de lipideos do extrato aquoso de FDS
ameniza os problemas relacionados ao fouling da membrana (SABOYA;
MAUBOIS, 2000). As variagdes na composi¢do deste extrato aquoso de
FDS em relagdo aos resultados de outros trabalhos ocorre, segundo
Mandarino, Carrao-Panizzi e Oliveira (1992) e Seibel e Beléia (2009)
em fungdo da variedade de soja utilizada e aos diferentes processos
empregados para sua obteng¢ao.

Para se verificar a qualidade e a estabilidade fisica do extrato
aquoso de FDS, durante a NF, foram determinados o seu pH, que foi
igual a 5,05 = 0,01, e o seu Indice de Sedimentacgdo (IS), igual a 2,7 +
0,14 %. Além do pH do extrato aquoso estar na faixa recomendada (3,00
a 9,00) de estabilidade da membrana, ele situa-se acima do ponto
isoelétrico das proteinas da soja (pH < 4,5). Segundo Torrezan e
Cristianini (2005), um pH abaixo do ponto isoelétrico das proteinas,
pode resultar na precipitacdo das mesmas levando ao entupimento
rdpido das membranas. J4 o IS do extrato aquoso foi semelhante ao
encontrado por Rodrigues, Gozzo e Moretti (2003) em extrato de
isolado proteico de soja. Estes autores atribuem este resultado ao baixo
teor de solidos totais do extrato. Entretanto, baixos IS sio desejdveis na
NF, pois, de acordo com Razavi, Harris e Sherkat (1996) e Kumar, Yea
e Cheryan (2004) altos teores de solidos totais contribuem para o rapido
fouling das membranas, comprometendo o processo.

3.3 Teores de isoflavonas

Os teores de isoflavonas nas amostras de FDS, extrato aquoso de
FDS e concentrado estdo apresentados na Tabela 2.
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Os altos teores de isoflavonas apresentados na FDS, estdo de
acordo com aqueles encontrados por Carrdo-Panizzi et al. (2001). Estes
autores sugerem a utilizacdo da cultivar BRS 216 na elaboracdo de
alimentos, devido aos seus altos teores de isoflavonas e proteinas. Além
disso, estes altos teores de isoflavonas podem ser, também, devido a
remogdo de lipideos da farinha de soja, antes da obtencdo do extrato.
Este resultado estd de acordo com o afirmado por Coward et al. (1998),
que verificaram um aumento no teor de isoflavonas em farinha
desengordurada de soja, uma vez que a extracdo de lipideos promove a
concentra¢do de outros sélidos totais, como as isoflavonas, que ndo
estdo presentes no dleo de soja.

Dentre os isomeros presentes na FDS, houve predominincia dos
conjugados malonil glicosideos, representando 58 % do total de
isoflavonas. Coward et al. (1998) também encontraram maiores
concentragdes destes conjugados em grios de soja e farinhas de soja ndo
torradas. Estes autores verificaram que processamentos, como a
moagem e a extracdo de 6leo em temperatura ambiente ndo alteram o
teor e o perfil deste tipo de isoflavona. J4 teores de 59 % de malonil
glicosideos foram encontrados por Goées-Favoni et al. (2004) em
farinhas integrais de soja. Estes ultimos autores também verificaram
teores de malonil genistina (35 %) similares aos obtidos na FDS (33
%). Goées-Favoni (2002) observou o mesmo perfil de isoflavonas em
farinha integral, com predominincia dos compostos malonil e [-
glisosideos, sendo que na FDS elaborada neste trabalho, observou-se
diminui¢do das formas conjugadas malonil e aumento das formas [3-
glicosidicas.

Os P-glicosideos na FDS foram correspondentes a
aproximadamente 40 % do teor de isoflavonas totais. Teores inferiores,
em torno de 34 %, foram encontrados por YU et al. (2007) em farinha
desengordurada de soja.

Na FDS obtida, os teores dos conjugados malonil glicosideos e 3-
glicosideos mantiveram-se em torno de 98 % do total de isoflavonas,
estando de acordo com o trabalho realizado por Murphy, Barua e Hauck
(2002), que ao testarem diferentes solventes para a extracdo de
isoflavonas em farinha de soja, observaram que estes conjugados
corresponderam, em média, a 90 % das isoflavonas totais.

Os conjugados acetil ndo foram detectados na FDS. Segundo
Jung, Murphy e Sala (2008), a formagao desses isdmeros ocorre apenas
quando a soja ou produtos a base de soja sdo submetidos a secagem,
empregando-se altas temperaturas, como por exemplo, no processo de
torrefacdo. As agliconas da FDS representaram 1,8 % do teor de
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isoflavonas totais, de acordo com o encontrado por Wang e Murphy
(1996) na soja in natura e em farinhas nfo torradas, onde os teores de
agliconas corresponderam de 1 a 3 % das isoflavonas totais.
Comparando os resultados obtidos com aqueles da literatura, quanto ao
teor e perfil de isoflavonas, a FDS obtida da cultivar BRS 216 pode ser
empregada na elaboragcdo do extrato aquoso de FDS. Isso porque, de
acordo com Nakajima et al. (2005) o teor de isoflavonas varia com a
cultivar empregada.

O teor de isoflavonas totais presente no extrato aquoso de FDS
foi similar ao encontrado por Goées-Favoni et al. (2004) que ao
avaliarem dois extratos hidrossoliveis em pd, sendo um preparado a
partir da moagem do grdo e o outro do farelo desengordurado de soja,
obtiveram teores de isoflavonas de 1800 e 1230 pg isoflavona/g,
respectivamente. Assim como na FDS os isdmeros predominantes foram
os malonil glicosideos. Entretanto, este resultado foi diferente do obtido
por Coward et al. (1998), que encontraram como principais isOmeros os
B-glicosideos, em extratos hidrossoliveis de soja. Tais diferencas
poderiam ser decorrentes, conforme Huang, Liang e Kwok (2006), ao
uso de tratamentos térmicos, como a pasteurizag¢do ou esterilizacio, pois
o calor umido, aplicado nas etapas de processamento, leva a
desesterificagdo dos conjugados malonil e formacdo dos B-glicosideos.
Também no extrato aquoso de FDS foram encontrados maiores teores
de agliconas do que os verificados por Goées-Favoni et al. (2004) em
extrato hidrossolivel de soja. Tal fato poderia ser atribuido ao tipo de
cultivar utilizada e ao tratamento hidrotérmico (50 °C) realizado.
Matsura e Obata (1993) e Aratjo et al. (1997) relatam que a temperatura
de 50 °C, ideal para a atividade da enzima B-glicosidase em extratos
aquosos, leva a formagdo de agliconas. Este resultado confirma o
relatado por Chien et al. (2005) que afirma ser o tratamento térmico
empregado o responsdvel pela conversdo destes isdmeros. No extrato de
FDS as agliconas corresponderam a 30 % do teor de isoflavonas totais,
sendo este resultado similar ao obtido por Xu et al. (2004), que
verificaram teores de agliconas em torno de 34 % do total de
isoflavonas, em residuo liquido da producdo de extrato de soja. Ribeiro
et al. (2007) relatam que maiores teores de agliconas conferem maiores
beneficios a saide dos consumidores de produtos de soja, j4 que de
acordo com Esteves e Monteiro (2001), Pascual-Teresa et al. (2006),
Cederroth e Nef (2009) e Levis et al. (2010) as agliconas sdo
diretamente absorvidas no trato gastrintestinal apresentando maior
bioatividade do que as formas conjugadas. Entretanto, deve-se
considerar que Setchell et al. (2002) relatam o inverso. Por outro lado,
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Mazur et al. (1998), Ferrari e Demiate (2001), Brouns (2002), Rostagno,
Palma e Barroso (2005), Barbosa, Lajolo e Genovese (2006) e Ranilla,
Genovese e Lajolo (2009) afirmam que estudos quanto 2a
biodisponibilidade e as propriedades funcionais sdo necessarios.

Quanto aos teores de agliconas, como as genisteina, daidzeina e
gliciteina o mesmo perfil verificado no extrato aquoso de FDS foi obtido
por Huang, Liang e Kwok (2006), em extrato hidrossolivel de soja.
Dessa forma, o extrato aquoso produzido a partir de FDS seria indicado
para a concentracdo de isoflavonas, a partir dos processos de separagdo
por membranas, como a NF.

Ap6s a NF do extrato aquoso de FDS, verificou-se aumento de 42
% (p < 0,05) dos teores de isoflavonas totais presentes no concentrado.
Assim como o esperado, tanto no extrato aquoso de FDS como no
concentrado, ndo foram detectados teores de acetil glicosideos, sendo
este resultado compativel com a auséncia também na farinha de FDS.
Entretanto, com exce¢do deste componente, o aumento observado no
teor das demais isoflavonas nao foi proporcional ao FRV utilizado (FRV
= 4). Isto pode ser explicado, segundo Lui et al. (2003), pela baixa
solubilidade das isoflavonas em dgua, com destaque para as agliconas.
Além disto, de acordo com Wang e Murphy (1996), pode ocorrer
associacdo das isoflavonas com as proteinas da soja, que podem ficam
adsorvidas na superficie da membrana (VAN DER BRUGGEN;
MANTTARI; NYSTROM, 2008; SUAREZ et al., 2009).

Quando comparado ao extrato aquoso de FDS, os teores dos
conjugados glicosideos foram maiores (p < 0,05) no concentrado. J4 os
teores de agliconas ndo foram diferentes (p > 0,05) entre o extrato
aquoso de FDS e o concentrado. Estas variacdes poderiam ser
explicadas através das diferentes massas molares definidas por Nurmi et
al. (2002), para os conjugados glicosideos (entre 400 e 600 g/mol) e as
agliconas (entre 200 e 300 g/mol), levando em consideracio o cut-off,
entre 150 e 300 g/mol, da membrana utilizada.

Enfim, vale salientar que quando comparada a outros processos
de concentracdo, a NF além de ser conduzida a baixas temperaturas,
reduz o consumo de energia, conseguindo preservar as propriedades
funcionais de compostos de interesse, neste caso as isoflavonas.
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CONCLUSAO

O fluxo permeado obtido na nanofiltracdo do extrato aquoso de
FDS teve um comportamento tipico para este tipo de processo, onde os
fendmenos de polarizagdo por concentragdo e fouling da membrana,
levam a uma reducdo gradual deste fluxo. No concentrado e no extrato
submetido a nanofiltracio ndo foram detectados teores de acetil
glicosideos. Através da nanofiltragdo foi possivel a concentragdo de
isoflavonas totais, principalmente dos conjugados glicosidicos.
Possivelmente ndo houve retencdo de agliconas pela membrana. Os
resultados obtidos para o perfil e os teores de isoflavonas do
concentrado, demonstraram que € vidvel a utiliza¢do da nanofiltracdo na

concentragdo de isoflavonas.
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Efeito dos binémios temperatura e tempo no teor de isoflavonas do
concentrado aquoso de soja obtido a partir da nanofiltracao
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RESUMO

O concentrado obtido pela nanofiltracdo do extrato aquoso de Farinha
Desengordurada de Soja (FDS) foi submetido a diferentes tratamentos
térmicos, variando-se a temperatura (70 a 90 °C) e o tempo (15 a 45
minutos), de acordo com um Delinecamento Estatistico Central
Composto Rotacional (DCCR 2. Os teores de isoflavonas do
concentrado avaliados apds os tratamentos térmicos foram determinados
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Os teores de
malonil glicosideos sofreram influéncia somente da temperatura (p <
0,05), enquanto os B-glicosideos sofreram alteracdes em fungdo da
temperatura, do tempo e da interacdo destes (p < 0,05). J4 em relacdo as
agliconas e isoflavonas totais, os tratamentos térmicos empregados nao
provocaram alteragdes nos seus teores (p > 0,05). Dessa forma,
verificou-se que os tratamentos térmicos empregados no concentrado,
apesar de provocarem modificacdes no perfil e concentraciio das formas
conjugadas, preservaram o teor de isoflavonas totais e de agliconas.

Palavras-Chave: soja, isoflavonas, tratamento térmico.
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ABSTRACT

The concentrate obtained from the aqueous extract from Defatted Soy
Flour (DSF) was subjected to different thermal treatments varying the
temperature (70-90°C) and the exposure time (15-45 minutes), based on
Central Composite Rotational Design (CCRD 25). The isoflavones
content in the concentrate was evaluated after the thermal treatments,
and it was determined by High-Performance Liquid Chromatography
(HPLC). The level of malonyl glycosides was only influenced by
temperature (p < 0.05) while the B-glycosides presented changes with
the temperature, the time and also with the interaction of these two
variables (p < 0.05). Concerning the aglycones and the total isoflavones,
the thermal treatments applied in this experiment did not change its
contents (p > 0.05). Thus, it was verified that the thermal treatments
used in the concentrate maintained the levels of total isoflavones and
aglycones, although it caused changes in profile and concentration of
conjugated forms.

Keywords: soybean, isoflavones; thermal treatment.
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1 INTRODUCAO

A nanofiltraciio € um processo de separa¢do por membranas com
diversas aplicacdes, dentre elas a concentracio de compostos em
solucdo aquosa (PETERSEN, 1993; WANG et al, 2009). A
concentracdo de compostos por nanofiltracio visa a obtencio de
produtos com alto valor agregado, com caracteristicas nutricionais e
funcionais de grande aplicacio em alimentos (GOULAS;
GRANDISON; RASTALL, 2003; VINCZE; VATAIL, 2004;
WARCZOK et al., 2004).

Dentre os compostos obtidos a partir de plantas, de grande
interesse funcional e com alta atividade bioldgica estdo as isoflavonas,
que sdo uma classe de flavondides presentes principalmente na soja
(Glycine max) (CHIEN et al., 2005). Esses compostos vém sendo
avaliados devido ao seu potencial funcional quando consumidos
regularmente (MESSINA; BARNES; SETCHELL, 1997; ANDERSON
et al., 1999; LISSIN; COOKE, 2000;). Entretanto, o teor de isoflavonas
na soja depende de diversos fatores, tais como a cultivar, as condi¢des
ambientais de cultivo, os métodos de processamento de produtos da
soja, dentre outros (CARRAO-PANIZZI; SIMAO; KIKUCHI, 2003).

As principais isoflavonas da soja incluem genisteina, daidzeina e
gliciteina, cada uma existindo em quatro formas quimicas, ou seja,
agliconas (genisteina, daidzeina e gliciteina), -glicosideos (genistina,
daidzina e glicitina), acetil glicosideos (6’-O-acetilgenistina, 6’-O-
acetildaidzina e 6’-O-acetilglicitina) e malonil glicosideos (6’-O-
malonilgenistina,  6’-O-malonildaidzina e  6’-O-malonilglicitina)
(EISEN; KUMAR; SHIMONI, 2003). Estudos mostram que das 12
isoflavonas encontradas na soja ou produtos da soja, em torno de 98 %
constituem as formas conjugadas (B-glicosideos, acetil glicosideos e
malonil glicosideos) (WANG; MURPHY, 1994). No grdo da soja e
produtos minimamente processados, predominam os conjugados
malonil, podendo ser convertidos nas formas acetil e B-glicosidicas
durante os processamentos térmicos (BARNES et al., 1998). A
formacdo das agliconas ocorre em maiores quantidades em temperaturas
amenas, em torno de 50 °C, e também durante processos fermentativos,
pela acéo das enzimas B-glicosidase (FUKUTAKE et al., 1996; SUTIL
et al., 2008). Segundo Huang, Liang e Kwok (2006), o aquecimento é
uma importante varidvel do processamento que pode causar alteracdes
no perfil e concentracio de isoflavonas em produtos da soja.
Tecnologicamente e nutricionalmente, € importante avaliar as



84 Capitulo 3

transformagdes e as perdas nos teores de isoflavonas em alimentos a
base de soja, em fun¢do dos tratamentos térmicos aplicados durante seu
processamento (EISEN; UNGAR; SHIMONI, 2003; UNGAR;
OSUNDAHUNSI; SHIMONI, 2003; HUANG; LIANG; KWOK, 2006;
SHAO et al., 2009; NUFER; ISMAIL; HAYES, 2009). Dessa forma, o
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de diferentes tratamentos
térmicos (temperatura versus tempo) no teor de isoflavonas no
concentrado obtido a partir da nanofiltragdo do extrato aquoso de
Farinha Desengordurada de Soja (FDS).

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

Neste trabalho foram utilizados grios de soja da cultivar BRS
216, e os seguintes padrdes: daidzina e daidzeina da Fujicco Co., Ltda
(Tdkio, Japao); genistina e genisteina da Sigma Chemicals Co., Ltda (St
Louis, MO, EUA.); glicitina, gliciteina, malonil daidzina, malonil
genistina, malonilglicitina, acetil daidzina, acetil genistina e acetil
gilicitina da Wako (Anaheim, CA, EUA). Todos os reagentes utilizados
nas andlises foram de grau analitico ou grau cromatogrifico. As
solucdes foram devidamente preparadas e quando necessdrio
padronizadas.

2.2 Elaboracao do extrato aquoso da Farinha Desengordurada de
Soja (FDS)

Os grios de soja foram desidratados em estufa com circulagio
forcada de ar (Modelo 320-SE, FANEM® Sio Paulo, Brasil) a 40 °C,
durante 24 horas. Os grdos desidratados foram moidos em moinho de
facas (VIBRAMATT®, Sdo Paulo, SP, Brasil), peneirados
primeiramente em tamiz de 20 mesh e apds em tamiz de 35 mesh
(GRANUTEST®, Sao Paulo, Brasil), visando a obtencdo da farinha de
soja. Desta farinha removeram-se os lipideos com n-hexano em
temperatura ambiente, obtendo-se entdo a Farinha Desengordurada de
Soja (FDS). O extrato aquoso de FDS foi preparado pela hidratacdo da
FDS na proporcio 1:8 (FDS:dgua), que foi diluida em um volume de 1
litro de 4gua e tratada termicamente a 50 °C por 15 horas, mantendo a
agitacdo (120 rpm) em shaker com agitacdo orbital (Modelo TE-421,
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TECNAL®, Piracicaba, SP, Brasil). Apds uma agitacdo adicional de 5
minutos foi realizada empregando agitador magnético (Modelo Q-261,
QUIMIS®, Diadema, SP, Brasil). Com a finalidade de remover as
particulas maiores de farinhas, que poderiam causar o fouling da
membrana, foram feitas duas etapas de filtracdo. A primeira etapa foi
realizada em filtro de nylon (Brasholanda®, Pinhais, PR, Brasil) e a
segunda em filtro a vicuo com tela de poliamida de abertura igual a 7
um (TEGAPE®, Curitiba, PR, Brasil).

2.3 Nanofiltracao (NF)

O extrato aquoso de FDS foi submetido ao processo de
nanofiltracio (NF) em uma unidade piloto, utilizando membrana
organica (Modelo HL2521TF, GE Osmonics®, Filadélfia, EUA) de
polifluoreto de vinilideno com ponto molar de corte de 150-300 g/ mol e
drea filtrante til de 0,9 m’. Os parimetros operacionais controlados
durante o processo foram temperatura (16 2 °C), pressdo
transmembrana (7 bar), e Fator de Redu¢do Volumétrico (FRV) igual a
4 [FRV = V,/V,, onde V, é o volume inicial de extrato de FDS utilizado
na alimentag@o (L) e V; é o volume final de retentado apds a filtragao
(L)], resultando em um fluxo de permeado (J) médio de 12,4 Lh'm™
A forma de obtencdo do concentrado do extrato aquoso da FDS foi
padronizada. Apds o processamento, o equipamento de NF foi
higienizado conforme instru¢des do fabricante.

2.4 Delineamento experimental

O concentrado obtido no FRV 4 durante a NF do extrato aquoso
de FDS foi submetido a diferentes tratamentos térmicos, de acordo com
o Delineamento Estatistico Central Composto Rotacional (DCCR 2%
com a adi¢do de pontos axiais. As varidveis independentes, temperatura
(X1 (°C) e tempo (X,) (minutos), foram analisadas em trés niveis
equidistantes de variagdo, codificados como -1, 0 e +1. Os niveis
codificados das varidveis e seus valores reais estdo demonstrados nas
Tabelas 1 e 2. O delineamento experimental constituiu-se de quatro
ensaios fatoriais (combinag@o dos niveis -1 e +1), quatro ensaios axiais
(uma varidvel no nivel + a e a outra em zero) e trés repeticdes no ponto
central (duas varidveis no nivel zero), totalizando 11 ensaios
experimentais. Os pontos axiais (a) foram codificados por -1,414 e
+1,414. Os experimentos no centro do delineamento foram realizados a
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fim de estimar o possivel erro puro. Todos os ensaios experimentais
foram realizados em ordem aleatéria a fim de minimizar o efeito da
variabilidade inesperada nas respostas observadas devido aos erros
sistematicos. A varidvel dependente (resposta) foi o teor de isoflavonas
(mg isoflavona/mL de extrato).

Os niveis das varidveis e do ponto central foram definidos com
base em dados disponiveis na literatura para tratamentos térmicos de
produtos de soja. Toda et al. (2000), Griin et al. (2001), Chien et al.
(2005), Huang, Liang e Kwok (2006) utilizaram temperaturas entre 70 e
90 °C para avaliarem o perfil de isoflavonas e a cinética de degradacio
das mesmas.

Tabela 1 Niveis das varidveis utilizadas no delineamento experimental

72
Variaveis Niveis de variacio
independentes - -1 0 +1 +a
X1
Temperatura (°C) 66 70 80 20 94
X2 9 15 30 45 51

Tempo (min)

o = #* 1,414 para duas varidveis independentes.

Tabela 2 Matriz do delineamento experimental 2> com valores
codificados e reais das varidveis independentes.

Codificados Reais
Ensaio Temperatura Tempo
X1 X2 l()"C) (minu?os)
1 -1 -1 70 15
2 +1 -1 90 15
3 -1 +1 70 45
4 +1 +1 90 45
5 - 0 66 30
6 +a 0 94 30
7 0 - 80 9
8 0 +a 80 51
9 0 0 80 30
10 0 0 80 30
11 0 0 80 30

o =+ 1,414 para duas varidveis independentes.
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2.5 Tratamento térmico do concentrado obtido a partir do extrato
aquoso de FDS

Os tratamentos térmicos do concentrado do extrato aquoso de
FDS, conforme estipulado no delineamento experimental, foram
realizados em tubos de vidro com parede de 0,9 mm de espessura,
diametro interno igual a 10 mm e com 11 ¢cm de comprimento, medidas
estas equivalentes a capacidade de 5 mL de concentrado. Estes tubos
contendo as amostras de concentrado foram fechados e imersos em
banho termostatizado (Modelo Q215M, CALLMEX®, Florian6polis,
SC, Brasil) na temperatura (termdmetro INCOTERM®, Porto Alegre,
RS, Brasil) estipulada para cada ensaio do delineamento experimental.
Ao final de cada ensaio, os tubos foram imediatamente imersos em
banho de gelo para o resfriamento das amostras.

Apés os tratamentos térmicos, os concentrados foram
acondicionados em tubos Falcon de 50 mL, congelados e mantidos a -18
°C, até a determinag@o do teor de isoflavonas por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE).

2.6 Extracdo e determinacio de isoflavonas por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A extragdo de isoflavonas no concentrado foi realizada conforme
metodologia proposta por Carrdo-Panizzi et al. (2002), com
modificacdes. Na extracdo utilizou-se uma aliquota de 1,5 mL de
amostra do concentrado adicionada de 2,5 mL de solugdo extrator a (70
% de etanol e 0,1 % de acido acético). Os tubos contendo as amostras e
a solucdo extratora foram agitados em “Vortex” (Modelo MA162,
MARCONI®, Piracicaba, SP, Brasil) e submetidos a extragcdo por 1 hora
em temperatura ambiente, sendo que neste periodo sofreram agitag¢do a
cada 15 minutos. Em seguida, os tubos foram colocados em banho
ultrassdnico (Modelo USC5000, UNIQUE®, Indaiatuba, SP, Brasil) por
30 minutos. Apds transferiu-se 1,5 mL desta amostra para tubos de
microcentrifuga refrigerada (Modelo 5417R, EPENDORFF®, Séao Paulo,
Brasil) e centrifugados a 20.800g por 15 minutos, em temperatura de 4
°C. O sobrenadante foi filtrado através de membranas com poros de 0,45
pm (MILLIPORE®, Billerica, MA, EUA), sendo 20 uL do extrato
filtrado injetados no cromatdgrafo. A separacdo e a quantificacdo das
isoflavonas foram realizadas de acordo com a Berhow (2002), utilizando
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), com detector de
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arranjo de foto diodo (Modelo 996) e injetor automatico de amostras
(Modelo 717 Plus) da WATERS® (Milford, EUA). Utilizou-se nesta
etapa uma coluna de fase reversa (YMC Pack ODS—AM®, 250 mm x 0,4
mm de didmetro). Para a separaco das isoflavonas, adotou-se o sistema
de gradiente linear bindrio, tendo como fases mdveis: (a) metanol
contendo 0,025 % de acido trifluoroacético (TFA) (fase A) e (b) dgua
ultrapura (MILLIPORE®, Billerica, MA, EUA) contendo 0,025 % de
TFA (fase B). A condi¢do inicial do gradiente foi de 20 % para a fase A,
atingindo 90 % em 35 minutos, seguido de limpeza da coluna com 100
% de fase A durante 5 minutos para, em seguida, retornar a 20 % e
permanecer nestas condi¢des por até 60 minutos. A vazio da fase mével
foi de 1 mL/minuto e a temperatura durante a corrida foi de 25 °C. Para
a deteccdo das isoflavonas, ajustou-se o comprimento de onda do
detector para 254 nm. O software para controle do equipamento e
aquisicdo de dados foi Millenium 32 (versdo 3.05.01) (GCLC® Toronto,
Pickering, ON, Canadd). Para a identificacdo e quantificacdo dos picos
correspondentes a cada uma das isoflavonas foram utilizadas curvas de
calibracdo com regressdo linear baseados nas dreas dos picos, com
padrdes externos de daidzina, daidzeina, genistina, genisteina, glicitina,
gliciteina, malonil daidzina, malonil genistina, malonil glicitina, acetil
daidzina, acetil genisitina e acetil glicitina, todos solubilizados em
metanol (grau cromatogrifico), nas seguintes concentracdes: 0,00625
mg/mL; 0,0125 mg/mL; 0,0250 mg/mL; 0,0500 mg/mL; e 0,1000
mg/mL, respectivamente. Os resultados de isoflavonas totais, dos
conjugados malonil glicosideos (somatério dos teores de malonil
daidzina, malonil genistina e malonil glicitina) e p-glicosideos
(somatdrio dos teores de daidzina, genistina e glicitina) e das agliconas
(somatdério dos teores de daidzeina, genisteina e gliciteina) do
concentrado foram expressos em mg isoflavona/mL de extrato. Todas
estas andlises foram realizadas em duplicata.

2.7 Analise estatistica

Os dados foram analisados de acordo com um Delineamento
Estatistico Central Composto Rotacional (DCCR 2k). Determinaram-se
os coeficientes de regressdo para os termos linear, quadritico e de
interacdo entre as varidveis e a significancia de cada coeficiente de
regressdo foi julgada estatisticamente computando o valor ¢ do erro
residual. A andlise de varidncia (ANOVA) foi aplicada para validar o
modelo (com nivel de significAncia de 5 %). Os coeficientes de
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regressdo foram utilizados para gerar as superficies de resposta. Todos
os célculos e gréficos foram feitos utilizando o software STATISTICA
7.0 (2004) (StatSoft Inc., Tulsa, OK, EUA).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O efeito das variacdes da temperatura e do tempo dos tratamentos
térmicos no teor de isoflavonas do concentrado obtido a partir da NF do
extrato aquoso de FDS estd apresentado na Tabela 3.

Pdde-se observar que os menores teores de conjugados malonil e
os maiores de P-glicosideos foram obtidos nas condi¢des que utilizaram
maiores temperaturas, como nos ensaios 4 e 6. Wang e Murphy (1996) e
Mathias et al. (2006) relatam que por serem termicamente instaveis, os
malonil glicosideos podem ser convertidos em B-glicosideos, resultando
na diminui¢@o dos seus teores. J4 em relacdo aos conjugados acetil estes
ndo foram detectados no concentrado. O mesmo comportamento foi
verificado por Barnes et al. (1998) e Kao et al. (2004), em produtos de
soja, sendo que estes autores creditaram tal ocorréncia a forma de
processamento, principalmente a temperatura e umidade utilizadas.

Os teores de agliconas nos concentrados tratados termicamente
ndo diferiram demonstrando que as temperaturas e tempos utilizados
ndo foram suficientes para degradd-las, sendo o mesmo verificado por
Kao et al (2004) em extratos hidrossoliiveis de soja tratados a 100 °C
por 30 minutos.

Assim como o observado por Rostagno, Palma e Barroso (2005),
que relatam ser a temperatura o principal fator a ser considerado na
estabilidade das isoflavonas durante o processamento de alimentos,
pode-se verificar que os efeitos linear (L) e quadrdtico (Q) da
temperatura foram significativos (p < 0,05) sobre o teor de malonil
glicosideos (Tabela 4). Ja a varidvel tempo (L) e (Q), bem como o efeito
de interacdo (tempo X temperatura), ndo apresentaram diferencas
significativas no intervalo de confianca de 95 %.
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Tabela 4 Andlise de varidncia para as varidveis estudadas sobre o teor
de malonil glicosideos.

Soma dos Graus de Quadrado

quadrados liberdade médio F P

(1) Temperatura (L)* 0,000437 1 0,000437 16,23458 0,010029
Temperatura (Q)*  0,000221 1 0,000221  8,20928 0,035192
(2) Tempo (L) 0,000167 1 0,000167  6,21890 0,054907
Tempo (Q) 0,000003 1 0,000003 0,10131 0,763132

1 @L)x2(L) 0,000139 1 0,000139  5,15445 0,072408

L = efeito linear; Q = efeito quadratico; *valores significativamente diferentes
(p <0,05).

Na Tabela 5, pode-se observar que os conjugados B-glicosideos
apresentaram efeitos lineares (L) da temperatura e do tempo (p < 0,05)
sobre os seus teores, bem como também foi verificado efeito de
interacdo (tempo X temperatura). J4 os efeitos quadriticos (tempo e
temperatura) ndo foram significativos no intervalo de confianca de 95
%.

Tabela 5 Anilise de variincia para as varidveis estudadas tendo como
resposta o teor de B-glicosideos.

Soma dos Graus de Quadrado

quadrados liberdade médio F p

(1) Temperatura (L)* 0,000269 0,000269 355,3286 0,000008
Temperatura (Q) 0,000003 0,000003  4,0211 0,101256
(2) Tempo (L)* 0,000093 0,000093  122,0869 0,000106
Tempo (Q) 0,000000 0,000000  0,0992 0,765502

1 (L) x2(L)* 0,000022 0,000022 28,6781 0,003051

—_ e e

L = efeito linear; Q = efeito quadritico; *valores significativamente diferentes
(p <0,05).

Nas Figuras 1 e 2, tem-se a representacdo do grafico de Pareto,
onde se pode visualizar os efeitos das varidveis tempo e temperatura
sobre o teor de malonil glicosideos e B-glicosideos, respectivamente.
Para os teores de malonil glicosideos houve maior efeito da temperatura
(L), e ndo houve interferéncia do tempo de processamento. Entretanto,
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0,022
0,020

0,018

0,016
0,016 0,018 0,020 0,022 0,024 0,026 0,028 0,030 0,032 0,034 0,036 0,038 0,040 0,042

Valores observados

Figura 3 Distribuicdo normal dos dados observados experimentalmente
e dos valores preditos pelo modelo.

A partir da andlise do grafico de distribui¢do normal dos dados,
foi possivel apenas a construcdo do modelo preditivo para o teor de [3-
glicosideos, pois para o teor de malonil glicosideos os dados
apresentaram-se muito dispersos em torno da linha tendéncia, o que
geraria um modelo com baixo coeficiente de determinag¢do, nio
apresentando bom ajuste aos dados obtidos.

Dessa forma, o modelo construido para o teor de B-glicosideos
(Equacdo 1) apresentou um coeficiente de determinacdo (R2) de 0,9807,
evidenciando um bom ajuste do modelo aos dados experimentais, dentro
da faixa de temperatura e tempos avaliados.

TBG =0,027+0,0058 T +0,0034 ¢ +0,0023 T .t Equacdo 1

onde TBG ¢é o teor de B-glicosideos, T € a temperatura do processamento
térmico e ¢ é o tempo de tratamento térmico.

Na Tabela 6 tem-se a andlise de varidncia que valida o modelo de
predicdo apresentado na Equacgio 1, enquanto a Figura 4 representa a
superficie de resposta demonstrando a intera¢do entre as varidveis tempo
versus temperatura, que, no entanto ndo foi proporcional. Dessa forma
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qualquer uma das faixas de tempo e temperatura avaliados poderia ser
utilizada no tratamento térmico do concentrado, pois mantém constantes
os teores de B-glicosideos. Entretanto, observa-se que na literatura
(KAO et al., 2004; GRUN et al., 2001) nio hd um padrio de
comportamento, ja que a forma de apresentacdo do alimento influencia
na conversdo deste conjugado.

Tabela 6 Andlise de varidncia do processo tendo como resposta o teor
de B-glicosideos.

Fonte de variagio ~ GL SQ QM Fuculado  Fiavelado p
Regressdo Linear 5 0,000387 0,000077 100,11 5,05 0,0001

Residuos 5 0,000004 0,000001 -
Falta de ajuste 3 0,000001 0,000001 0,19
Erro Puro 2 0,000003 0,000002 -
Total 10 0,000391 - -

GL= graus de liberdade; SQ=soma dos quadrados; QM= quadrado médio

B - 005
i =< 0,04
=003
I = 0,02

B-gﬁcosideos

Figura 4 Superficie de resposta para a variacdo do teor de B-glicosideos
com a temperatura e o tempo.
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Na Tabela 7 tem-se a confirmagdo de que os teores de agliconas
ndo sofreram influéncias (p < 0,05) das varidveis (tempo x temperatura)
avaliadas. Esse comportamento foi diferente do encontrado por Carréo-
Panizzi, Gées-Favoni e Kikuchi (2004) e Huang, Liang e Kwok (2006)
que observaram diminui¢do nesses isOmeros, quando empregados
tratamentos térmicos igual a 85 °C e maior do que 95 °C,
respectivamente. A diferenca nesses comportamentos poderia ser
creditada ao tratamento térmico prévio (50 °C por 15 horas) realizado no
extrato aquoso de FDS, permitindo a formacdo das agliconas pela acao
da enzima [-glicosidase. A manutencido de agliconas em produtos de
soja seria benéfica para a indistria, pois conforme Umphress et al.
(2005) e Pascual-Tereza et al. (2006) apresentam propriedades
funcionais.

Tabela 7 Andlise de variincia para as varidveis estudadas tendo como
resposta o teor de agliconas.

Soma dos Graus de Quadrado
quadrados liberdade médio

(1) Temperatura (L) 0,000001 0,000001  0,000028 0,995956
Temperatura (Q)  0,000018 0,000018  3,008940 0,143334
(2) Tempo (L) 0,000005 0,000005 0,771888 0,419844
Tempo (Q) 0,000002 0,000002  0,259385 0,632217

1 (L)x2(L) 0,000001 0,000001  0,115958 0,747301

F P

—_— = = =

L = efeito linear; Q = efeito quadratico; *valores significativamente diferentes
(p <0,05).

O teor de isoflavonas totais permaneceu inalterado (p > 0,05) nos
tempos e temperaturas avaliados (Tabela 8). Mathias et al. (2006),
afirmam que os teores de isoflavonas totais sdo mantidos devido as
interconversdes entre os diferentes isomeros, quando utilizadas
temperaturas de pasteurizagdo, como foi observado no concentrado.
Enfim, pode-se contatar que a temperatura e o tempo avaliados
poderiam ser empregados no concentrado visando possivel aplicacdo em
alimentos.
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Tabela 8 Andlise de varidncia para as varidveis estudadas tendo como
resposta o teor de isoflavonas totais.

Soma dos Graus de Quadrad
quadrados liberdade o médio

(1) Temperatura (L) 0,000020 0,000020 0,433728 0,539278
Temperatura (Q)  0,000199 0,000199  4,253229 0,094153
(2) Tempo (L) 0,000001 0,000001 0,028554 0,872436
Tempo (Q) 0,000012 0,000012  0,252319 0,636783

1 @L)x2(L) 0,000020 0,000020  0,433728 0,539278

F p

L = efeito linear; Q = efeito quadratico; *valores significativamente diferentes
(p <0,05).
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CONCLUSAO

Os conjugados acetil ndo foram detectados no concentrado, apés
os tratamentos térmicos utilizados. Nos conjugados malonil glicosideos
e B-glicosideos foram observados comportamentos diferenciados diante
dos tratamentos térmicos utilizados, sendo que os primeiros foram
influenciados somente pela temperatura, enquanto os segundos pelo
tempo e temperatura, bem como pela interacdo destes. Os teores de
agliconas e de isoflavonas totais, nos concentrados tratados
termicamente, ndo diferiram, demonstrando que os bindmios
tempertaura versus tempo, utilizados neste trabalho, ndo foram
suficientes para degradd-los. Por fim, devido os teores de isoflavonas
apresentados pelo concentrado, recomenda-se o emprego dos
tratamentos térmicos nas faixas de temperatura e tempo utilizados.
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