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RESUMO

O Brasil € o segundo maior produtor de soja do mundo, segundo dados da CONAB
para o periodo 2017/2018, sendo que cerca de 47 milh8es de toneladas do gréo des-
tinam-se ao consumo interno. A utilizagcdo da soja na alimentacdo humana tem au-
mentado por diversas razdes, dentre elas o fato do grdo possuir componentes impor-
tantes que conferem propriedades funcionais ao produto. Uma das formas de con-
sumo é o extrato hidrossoltvel de soja (EHS), uma bebida obtida a partir de grédos
hidratados de soja que, apds a extracéo, recebe a adicao de ingredientes que confe-
rem sabor a bebida, permitindo ainda ser acrescentado de ingredientes que diversifi-
cam suas opc¢des de consumo, como frutas e seus extratos, entre outros. A producao
do EHS gera uma quantidade expressiva de residuos, entre eles o okara, que é a
massa coesa e Umida proveniente do processo de obtenc¢do do EHS, um material que
possui propriedades nutricionais interessantes, possibilitando sua utilizacdo in natura
e como matéria-prima para a producao de farinha de okara. No presente trabalho fo-
ram avaliados a composi¢ao quimica, fisico-quimica, nutricional, microbioldgica e ati-
vidade antioxidante de graos de soja, EHS, okara in natura e farinha de okara. Os
derivados de soja apresentaram valores nutricionais interessantes comparados aos
gréos de soja e 0 ECso do EHS foi 1,6 vezes menor que do gréo de soja, podendo ter
algum composto de interesse bioldgico. Os resultados obtidos pela técnica de EPR
foram expressos em Equivalente em pg de acido ascoérbico por mg de amostra (Eq.
Mg ac.ascoérbico/mg) para os gréos (6,58), EHS (2,39), farinha de okara (0,97) e okara
in natura (0,00) e os valores para compostos fendlicos totais para os graos (5,80),
EHS (4,43), farinha de okara (2,10) e okara in natura (2,98) foram expressos em mg
de &cido galico por grama de amostra, sendo que estes valores podem ser relaciona-
dos aos valores obtidos de AA pela técnica espectrofotométrica para graos de soja e
EHS. Parte da atividade antioxidante dos graos foi preservada no EHS, n&o ocorrendo
0 mesmo com 0 okara in natura e com a farinha de okara, além disso os resultados
demonstram que existe uma forte correlacao entre a AA obtida pela técnica espectro-

fotométrica e por EPR.

Palavras-chave: Soja. Composi¢cao Centesimal. Derivados da Soja. Atividade Antio-
xidante. Caracterizacao Fisico-quimica. EPR. UniverSoja.



ABSTRACT

Brazil is the second largest soybean producer in the world, according to CONAB data
for the period 2017/2018, with about 47 million tons of grain destined for domestic
consumption. The use of soybean in human food has increased for several reasons,
among them the fact that the grain has important components that impart functional
properties to the product. One of the forms of consumption is the water-soluble soy
extract, a beverage obtained from soy-grained soybeans which, after extraction, re-
ceives the addition of ingredients that confers flavor to the beverage, allowing addition
of ingredients that diversify their consumption options, such as fruits and their extracts,
among others. The production of EHS generates an expressive amount of residues,
among them okara, which is the cohesive and moist mass coming from the process of
obtaining EHS, a material that has interesting nutritional properties, enabling its in
natura use as raw material for the production of okara flour. In the present work the
chemical, physical-chemical, nutritional, microbiological and antioxidant properties of
soybean, EHS, okara in natura and okara flour were evaluated. The soybean deriva-
tives presented interesting nutritional values compared to soybeans and the EHS
EC50 was 1.6 times lower than that of soybeans and could have some compound of
biological interest. The results, which were obtained by the RPE technique, were ex-
pressed in ug of ascorbic acid per mg of sample (Eq. ug ascorbic acid / mg) for grains
(6.58), EHS (2.39), okara flour (0.97) and okara in natura (0.00) and the values for total
phenolic compounds for the grains (5.80), EHS (4.43), okara flour (2.10) and okara in
natura (2.98) were expressed in mg of gallic acid per gram of sample, and these values
can be related to the values obtained from AA by the spectrophotometric technique for
soybean grains and EHS. Part of the grain antioxidant activity was preserved in the
EHS, not the same with the okara in natura and with the okara flour; in addition, the
results demonstrate that there is a strong correlation between AA obtained by spectro-

photometric technique and EPR.

Keywords: Soybean. Centesimal composition. Soy Derivatives. Antioxidant activity.
Physical-chemical characterization. EPR. UniverSoja
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1. INTRODUCAO

A soja € um alimento rico em proteinas, fibras, lipideos, sendo uma importante
fonte de minerais como o calcio, cobre, ferro, fosforo, magnésio, manganés, potassio,
sédio e zinco, além de vitaminas, como a tiamina (B1), riboflavina (B2), niacina (B3) e
acido ascoérbico (vitamina C). Produtos como o Extrato Hidrossoluvel de Soja (EHS),
este extrato aquoso obtido a partir das sementes inteiras selecionadas e trituradas, é
utilizado por pessoas que apresentam intolerancia a lactose e/ou alergias ao leite de
vaca e também por aguelas que buscam produtos mais saudaveis, isentos de coles-
terol (CARRAO-PANIZZI; MADARINO, 1988; PINTO; CASTRO, 2008; CARVALHO et
al., 2011).

A producao de EHS na planta piloto da UniverSoja, localizada na Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da UNESP - Araraquara, gera uma grande quantidade de
residuos, dentre eles a agua potavel (descartada pos resfriamento do sistema de pas-
teurizag&o) e o okara, um subproduto oriundo do processo de extragao da soja, o0 que
resulta em danos ambientais consideraveis, além do desperdicio desse subproduto
com alto teor nutricional (LAROSA et al., 2006).

O okara possui baixo valor comercial, porém é rico em proteinas com elevado
valor nutricional (CAVALHEIRO, 2001). Como o processo de producao do EHS nédo é
capaz de extrair o conteudo total de proteinas e de outros nutrientes da leguminosa,
a massa inerte obtida apresenta um valor nutritivo, embora a destinagdo mais comum
pelas industrias seja a alimentacdo animal ou o descarte como lixo comum (PINTO;
CASTRO, 2008).

O tratamento térmico (banho de imersao a 97°C por 7 minutos) favorece a ina-
tivagcdo de substancias consideradas fatores antinutricionais da soja, como os inibido-
res de proteases, responsaveis pela interferéncia na absorcdo de nutrientes (MAIA,
ROSSI; CARVALHO; 2006). A desidratacéo do okara seguida da trituragéo, resulta
em uma farinha com melhores caracteristicas de conservacdo (PINTO; CASTRO,
2008), além da reducédo do volume do produto, facilitando armazenamento e trans-

porte.

O aproveitamento desse residuo como subproduto com potencial antioxidante
contribui para a resolucdo de questdes econdémicas e de preservacao ambiental (MA-

DRONA; ALMEIDA, 2008). Nesse sentido, mostrou-se oportuna a verificagdo do
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potencial antioxidante dos subprodutos oriundos do processamento do EHS na Uni-
verSoja (okara in natura e farinha de okara) na busca de algum composto com possi-

vel interesse bioldgico.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1.Soja

A soja (Glycine max L. Merr.) € uma leguminosa que pertence a familia Faba-
ceae, a subfamilia das Papilionoidea e ao grupo das faseolaceas, sendo originaria do
atual territorio do Vietna, no leste da Asia, que, em sua forma ancestral, eram plantas
rasteiras. Considerada um grao sagrado, seus registros remontam ao periodo entre
2883 e 2838 a.C. A planta é conhecida pelos altos teores de proteina e 6leo, sendo
gue o Oleo € o mais consumido no mundo (FREITAS; MORETTI, 2006; EMBRAPA,
2018). Sua producao ficou restrita a China até 1894, aproximadamente, época do final
da guerra entre China e Japdo, sé depois expandindo para outros paises (EMBRAPA,
2018) .

Os Estados Unidos sédo o maior produtor mundial de soja na atualidade, se-
gundo informagdes do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA,
2018). O Brasil ocupa o segundo lugar, com producdes em torno de 118 milhdes de
toneladas por safra para o periodo 2017/2018, sendo que cerca de 47 milhbes de
toneladas do gréo destinam-se ao consumo interno. Atualmente, o maior produtor de
soja no pais € o Mato Grosso, seguido do Parana e Rio Grande do Sul (CONAB,
2018). A soja (Figura 1) foi introduzida no Brasil no final da década de 60 como uma
opcao para cultura de verdo, em sucessao ao trigo e, em meio a um cenario de cres-
cente demanda por farelo de soja, resultado do aumento da criacdo de suinos e aves
no pais. Estes fatores contribuiram para o aumento de investimentos em tecnologia

para adaptacéo da cultura as condi¢des climaticas brasileiras (EMBRAPA, 2018).
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Figura 1 - Vagens de soja (a) e graos de soja (b).

(@) (b)

Fonte: ABIOVE, 2018 (a); Arquivo pessoal (b).

O gréo de soja é utilizado na fabricacdo de racdes animais como componente
principal, além disso sua utilizacdo na alimentacdo humana tem expandido nas ultimas
décadas (IPEA, 2012). Este aumento é justificado devido as suas propriedades funci-
onais, tais como: atividade hipocolesterolémica, antitumoral, tratamento da osteopo-
rose e atividade antioxidante, além de serem fontes de nutrientes como proteinas e
fiboras e atuarem na reducdo do risco de algumas doencas crbnico-degenerativas
(SANTOS; BEDANI; ROSSI, 2004).

Segundo Zakir e Freitas (2015), a soja (Glycine max) apresenta uma composi-
cao guase completa e vem se destacando como um alimento funcional, por apresentar
diversos beneficios para a saude devido a presenca de compostos bioativos. Dentre
esses compostos, destacam-se as isoflavonas, compostos quimicos pertencentes a
classe dos fitoestrogenos. As principais isoflavonas encontradas na soja sdo a diadze-
ina, a genistaina e a gliciteina (ZAKIR; FREITAS, 2015). Outras pesquisas demons-
tram, ainda, que as isoflavonas, substancias quimicas abundantes na soja, inibem a
proliferacéo celular (MUNHOZ et al., 2010). Preocupados com a possibilidade do con-
sumo excessivo de isoflavonas alterar o crescimento de criangcas em formacao pelo
efeito hormonal do fitoestrogeno, Genovese e Lajolo (2002) estudaram os teores de
isoflavonas em alimentos brasileiros e verificaram que a quantidade desses compos-
tos presentes nos alimentos a base de soja varia de 2 a 100 mg/100 g (base seca) e
gue 0 consumo entre as criangas brasileiras é de 1,6 a 6,6 mg/kg de peso corporal,

nao identificando nenhum fator de risco.
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A soja também constitui boa fonte de minerais como ferro, potassio, magneésio,
zinco, cobre, fésforo, manganés e vitaminas do complexo B (CARRAO-PANIZZI;
MANDARINO, 1988).

2.2. Extrato Hidrossoluvel de Soja (EHS)

O EHS é obtido por meio de um processo de selecdo, descascamento, cozi-
mento, triturac&o e centrifugacdo. A fim de conferir caracteristicas sensoriais de tex-
tura e sabor, o produto pode ser acrescentado de ingredientes que diversificam as
opcbes de consumo e ainda mantém suas propriedades funcionais e nutricionais
(EMBRAPA, 2002). De acordo com a Legislacao Brasileira, o extrato de soja é definido
como o produto obtido a partir da emulséo aquosa resultante da hidratagao dos graos
de soja, convenientemente limpos, seguido de processamento tecnoldgico apropri-
ado, adicionado ou ndo de ingredientes opcionais permitidos, podendo ser submetido
a desidratacdo, total ou parcial (BRASIL, 2005). Trata-se de um produto com boa
aceitacao por criangas e adultos, podendo ser utilizado em situa¢des onde faz-se ne-
cessaria a substituicdo do leite de vaca que poderia trazer prejuizos a saude do paci-
ente (VANDENPLAS et al., 2014).

Atualmente, existe uma preocupacédo da industria alimenticia em desenvolver
novos produtos, visando atender o crescente interesse da populacdo em consumir
produtos mais saudaveis (ZAKIR; FREITAS, 2015), assim como produtos com com-
postos que desempenhem func¢bes bioldégicas no organismo humano, como a soja,
com a finalidade de prevencdo de doencas e promocao da salude (FUCHS et al.,
2005). Alguns estudos estimam que cerca da metade da populacdo mundial ndo pode
usufruir dos beneficios do leite de vaca e seus derivados devido a algum grau de
intolerancia a lactose (VESA; MARTEAU; KORPELA, 2000), mas estudos mais recen-
tes apontam outros nameros, indicando que cerca de 75% da populacdo mundial s&o
intolerantes a lactose e que o problema atinge 25% dos brasileiros (UGGIONI;
FAGUNDES, 2006).

Intolerancia a lactose € definida como a incapacidade de digerir a lactose de-
vido a deficiéncia ou auséncia da enzima 3-galactosidase no sistema digestivo (AN-
GELIS, 2005). Por néo ser digerida, a lactose permanece no trato intestinal e é fer-

mentada por bactérias no intestino grosso, produzindo acido latico e gases, que
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aumentam a pressao osmotica, causando diarreia acida e gasosa, além de célicas e
flatuléncia (RUSYNYC; STILL, 2001).

Outro problema de saude relacionado ao consumo de leite de vaca € a alergia
a proteina do leite (APLV), uma doenca inflamatéria secundaria a reacao imunologica
contra uma ou mais proteinas do leite de vaca e que afeta principalmente criancas,
com surgimento dos sintomas por volta dos seis meses de vida (PINTO; TOLEDO,;
FRANQUELO, 2015). Por ser utilizado como substituinte ao leite de vaca, o EHS é
popular e erroneamente conhecido como “leite” de soja. Conforme a RDC n° 91, de
18 de outubro de 2000 (BRASIL, 2000), onde € aprovado o Regulamento Técnico para
Fixacao de Identidade e Qualidade de Alimento com Soja, € vedada a utilizacdo da
expresséo "leite de soja".

O baixo custo de producéo e alto rendimento do EHS (1kg de grdo de soja
fornece de 6 a 10 litros de bebida), torna-o uma alternativa como substituinte ao leite
de vaca na corre¢do da desnutri¢cdo infantil e no combate a fome (MAIA; ROSSI; CAR-
VALHO, 2006).

De acordo com a Organizacao das Nagdes Unidas para Alimentacao e Agricul-
tura (FAO), em estudos divulgados no ano de 2015, cerca de 800 milhdes de pessoas
sofrem com a fome no mundo. No Brasil, sdo aproximadamente 7,2 milhdes de afeta-
dos pelo problema. Em 1977, o Prof. Roberto Herminio Moretti da Faculdade de En-
genharia de Alimentos (FEA/Unicamp), comecou a estudar, a pedido da entédo pri-
meira-dama de Mato Grosso, uma maneira de extrair “leite” de soja, uma bebida adi-
cionada a alimentacéo de criancas carentes do estado (PORTAL UNICAMP, 2005).
Por fim, o extrato de soja, constitui um dos produtos mais difundidos dessa legumi-
nosa, penetrando consideravelmente no mercado como fonte proteica barata em

substituicéo ao leite de vaca para atender populacdes carentes (LIU, 1999).
2.3. Okara in natura

O okara € a massa coesa e Umida, resultante do processo de fabricacdo do
EHS, que apresenta em sua composi¢do aminoacidos essenciais, lipideos, carboidra-
tos e fibras (PINTO; CASTRO, 2008), além de cerca de 21% de isoflavonas contidas
no grao de soja integral, constituindo uma alternativa de baixo custo na alimentagéo
humana, sendo seu uso adequado como substituinte de elevado valor proteico em
formulacdes de alguns alimentos (SANTOS; BEDANI; ROSSI, 2004).
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Grandes quantidades de okara produzidos anualmente no Brasil e demais pai-
ses sao destinados a alimentacdo de animais (BOMDESPACHO et al., 2011), que

poderiam ser utilizadas no combate a fome.

Diversas pesquisas foram realizadas utilizando o okara como ingrediente subs-
tituinte em alimentos tradicionais, como alternativa de reaproveitamento desse sub-
produto, como cereal matinal, hamburguer de frango fermentado, biscoito de choco-
late (CAVALHEIRO et al., 2001; SANTOS; BEDANI; ROSSI, 2004; BOMDESPACHO
et al., 2011 ), além de péaes tipo francés (BOWLES; DEMIATE, 2006). Vale ressaltar

que, em todas essas formulacfes, foram utilizados o okara desidratado e triturado.

Atualmente, a Prefeitura Municipal de Araraquara utiliza o okara in natura na
confeccdo de pées, como substituinte a farinha de trigo na formulacao, na proporgéao
de 10%, atendendo a demanda de entidades beneficiadas junto a Coordenadoria de
Seguranca Alimentar, érgdo da Secretaria Municipal de Assisténcia e Desenvolvi-
mento Social do municipio. O okara é utilizado sem processamento (in natura) e man-
tido sob refrigeracdo até o momento da fabricacdo dos paes. Entretanto, quando se
faz necessario, o produto é congelado para posterior uso para evitar a deterioracéo

do mesmo, prética dispendiosa que pode encarecer o produto.

O okara é um subproduto que apresenta elevado teor de 4&gua em sua compo-
sicdo, o que favorece uma rapida degradacao. A agua é um solvente natural das pro-
teinas e de outros componentes celulares. Sendo assim, a atividade de agua elevada
favorece reacdes quimicas e bioquimicas de crescimento de microrganismos (SGAR-
BIERI, 1996). O valor de atividade de agua em 0,60 é considerado um fator limitante

para a multiplicacdo de qualquer microrganismo (FRANCO; LANDGRAF, 2003).

Frente ao exposto, faz-se necesséaria a secagem do okara a fim de que este
seja utilizado como base para preparacéo de varios produtos alimenticios. O processo
de secagem de alimentos € comumente realizado com a finalidade de retirar uma de-
terminada quantidade de agua presente no alimento, possibilitando o prolongamento
de vida de prateleira dos mesmos e, consequentemente, inibindo o crescimento mi-
crobiano e a atividade enzimatica nos alimentos. Uma outra vantagem da secagem é
a reducao de custos de transporte e armazenamento com diminuigcdo no peso e no
volume do produto (FELLOWS, 2006).
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2.4. Farinha de okara

Produtos como o tofu, o EHS, o iogurte a base de soja, a “carne” de soja, o
missod, o isolado protéico e a farinha de soja sao alimentos que fazem parte da dieta
de orientais sendo fontes de isoflavonas, antioxidantes e outros componentes benéfi-
cos a saude. O conteudo de fibras da soja auxilia na reducéo de colesterol e triglice-
rideos, além disso possui atividade mecénica na formacéo do bolo fecal, propriedade
relacionada a sua porcao insoluvel (SOUZA; VALLE; MORENO, 2000). Um quilo-
grama de graos de soja mais a agua adicionada, geralmente, na proporcéo de 8:1 até
10:1, fornecem cerca de 1,1 kg de okara fresco. A desidratacéo de 1 kg deste subpro-
duto fornece cerca de 250 g de okara seco, ou seja, 250 g de farinha (O'TOOLE, 1999;
BOWLES; DEMIATE, 2006).

A secagem € uma tecnologia adotada pelas industrias com o intuito de manter
a qualidade e prolongar a vida de prateleira dos produtos, diminuindo as reacdes de-
gradativas responsaveis pelos odores desagradaveis e pela contaminacdo. Além
disso, promove a diminuicdo do tamanho e peso final do produto, de modo a facilitar
seu transporte e armazenamento, constituindo assim, uma vantagem em relacdo ao
produto in natura. No entanto, apesar dos avancos tecnol6gicos nas industrias quimi-
cas e de alimentos, os problemas quanto a escolha de métodos adequados para a
secagem de materiais biolégicos ainda persistem, especialmente no tocante a alimen-
tacdo humana (PIN; LESCANO, 2009).

Pesquisas comprovam que esse subproduto pode ser utilizado como base ou
na substituicdo parcial da formulacdo de diferentes produtos alimenticios tradicionais,
podendo ser empregado em biscoitos, hamburgueres e bolos, proporcionando enri-
quecimento nutricional, melhoria do rendimento, além da reducdo de custos e ainda
conferir caracteristicas funcionais aos produtos (LAROSA et al., 2006). Bowles e
Demiate (2006) testaram formulagces de péaes tipo francés com adicdo de farinha de
okara a 0%, 5%, 10% e 15% e submeteram a andlise sensorial e analises fisico-
qguimicas. Os resultados demonstraram um aumento expressivo do teor proteico e do
teor de fibras, quando da adicdo do subproduto, sendo que as amostras contendo 5%
de subproduto passaram a categoria de produtos alimenticios considerados “fonte” de

fibras, e as amostras contendo 10% e 15% de subproduto puderam ser classificadas
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como produtos alimenticios com “alto teor” de fibras, de acordo com as denominacgdes
constantes da Portaria 27/98 da ANVISA (BRASIL, 1998).

Com o intuito de fazer um levantamento sobre produtos disponiveis no mercado
brasileiro, foi realizada uma pesquisa e ndo foram encontradas marcas registradas de
farinha de okara, sendo somente encontrado o produto industrializado fora do pais
(Figura 2). As buscas pelas marcas no Brasil foram realizadas no site do INPI (Instituto
Nacional de Propriedade Industrial), na se¢cdo Marcas e os termos pesquisados na
busca foram “ocara”, "okara”, “farinha de okara”, “farinha de soja e okara” e “okard”,
nao tendo sido encontrados resultados na area de alimentos. Nas buscas pelo termo
“ocara” foram encontrados registros na area de roupas com o produto relacionado a
“Letras e grafismos especiais” e na area de “Cigarrilhas, Charutos, Ervas para fumar,
Fumo de rolo, Fumo para mascar, Charuteiras e Cigarro”, com os registros vigentes
na data da pesquisa. Ja nas buscas pelo termo "okara” também foram encontrados
produtos relacionados a “Letras apresentando grafismo especial’ na area de comeércio
e acessorios de metais para veiculos e automotores e na area de Televisionamentos
e radiodifusdo de programas de qualquer natureza, ndo sendo encontrado nenhuma

marca de alimento a base de okara.

Na Figura 2 sédo apresentados, a titulo de ilustracdo, algumas marcas comerci-

ais de farinha de okara produzidas fora do Brasil.

Figura 2 - Marcas comerciais de farinha de okara
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Fonte: KENYU, 2018 (a) e HAKARA, 2018 (b).
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Na pesquisa por “patentes” no mesmo site, foram encontrados os depdsitos de
patentes referentes a produtos que utilizam a farinha de okara em suas composicoes,
a saber : “Paes de forma sem gluten obtidos a partir de coprodutos de arroz e soja”,
“Formulagao de carne vegetal” e “Pds de pré-mistura ricos em proteina para industria
alimenticia saudavel”, sendo que apenas o pedido de patente dos paes de forma esta

vigente.
2.5.Viabilidade Econdmica

A soja foi responsavel, no Brasil, por cerca de 31,7 bilhGes de dolares em ex-
portacdes no ano de 2017. Esses valores referem-se a exportacdo da soja em gréo,
farelo e Gleo de soja, conjunto denominado como Complexo Soja, demonstrando sua
importancia econémica (MAPA, 2017; ABIOVE, 2018; EMBRAPA, 2018). A Figura 3
mostra o crescimento desse mercado entre os anos de 2016 a 2018 (previsao), sendo
que entre 2016 e 2017 houve um crescimento de 24,8%, enquanto a estimativa para

a safra atual € um aumento de 16,2% comparado ao ano anterior.

Figura 3 - Exportacdo do Complexo Soja entre os anos de 2016-2018
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Fonte: ABIOVE, 2018.

No que se refere ao indice de Desenvolvimento Humano - IDH, pesquisa reali-
zada pelo Programa das Nagdes Unidas para o Desenvolvimento - PNUD, tendo como
base o IDH dos anos de 1991 e de 2000, é revelado um aumento consideravel da



25

qualidade de vida nos municipios em que a soja desempenha importante papel soci-
oecondmico, efeito traduzido em aumento de empregos, de fontes de renda e ampli-
acao de investimentos em educacéo, capacitacao profissional e cidadania (ABIOVE,
2018). Ja no cenario mundial, os biocombustiveis ocupam um lugar de destaque, pois
tém notaveis efeitos na economia, especialmente quanto a promoc¢éao de reducao dos
gases gerados pelo excessivo uso dos combustiveis derivados do petroleo, que pro-
duzem efeito estufa. No Brasil, os principais vegetais utilizados como fonte de biocom-
bustiveis sdo a soja e 0 pinhdo-manso (POMPELLI et al., 2011). As leguminosas uti-
lizadas na alimentacdo de diversas populagdes ao redor do mundo séo importantes
fontes de energia e de diversos nutrientes (ZAKIR; FREITAS, 2015).

No campo da saude, inumeros beneficios sdo atribuidos a soja, especialmente
pela presenca das isoflavonas. Trata-se de uma importante fonte de minerais como
ferro, potassio, magnésio, zinco, cobre, fésforo, manganés e vitaminas do complexo
B e é considerada um alimento funcional por apresentar diversos beneficios para a
saude, auxiliando na reducéo do risco de desenvolvimento de doencas cronicas como
diabetes, colesterol, hipertensdo arterial, canceres, entre outros. O crescente inte-
resse da populacdo em consumir alimentos saudaveis, faz com que a industria ali-
menticia empenhe-se em desenvolver novos produtos, como por exemplo, alimentos
a base de soja importantes para prevencao e controle de diversas doencas (ZAKIR;
FREITAS, 2015). Em decorréncia de suas propriedades funcionais, os derivados da
soja como as farinhas desengorduradas, isolados, concentrados e texturizados pro-
teicos séo largamente utilizados na industria alimenticia brasileira, juntamente com o
EHS e tofu que, por melhoria de suas qualidades sensoriais, estdo conquistando um
espaco no mercado consumidor brasileiro. Quantidades significativas de isoflavonas
representam uma alternativa na prevencao de muitas doencas horménio-dependentes
incluindo cancer, sintomas da menopausa, doengas cardiovasculares e osteoporose
(ZAKIR; FREITAS, 2015).

Outro campo da economia que a soja tem participacdo € a industria cosmética.
Gianeti e Campos (2012), estudaram o uso de extrato de soja e de trigo na protecao
da barreira cutanea contra a desidratacdo e melhora da aparéncia da pele por dimi-
nuicdo das rugas. O estudo avaliou os efeitos de formulacbes cosméticas contendo
extratos proteicos de trigo e/ou soja, na pele humana, por técnicas de biofisica e mi-

croscopia confocal a laser.
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Além disso, estudos recentes tém demonstrado a utilizacdo de residuo de soja
como substrato para obtencdo de goma xantana (PEREIRA; FERRAZ, 2016). A goma
xantana € um heteropolissacarideo hidrossolltvel, produzida industrialmente por fer-
mentacado da sacarose por Xanthomonas campestres, com excelentes propriedades
reoldgicas, alta viscosidade das soluc¢des e solubilidade em dgua. A goma possui im-
portantes aplicacdes na industria de alimentos, farmacéutica, cosméticos e de petro-
leo, onde é habitualmente usada em processo de perfuracdes para recuperacao de
6leo (LUVIELMO; SCAMPARINI, 2009).

Pereira e Ferraz (2016) fizeram um estudo sobre bioprocessos para a producao
da goma xantana propondo a utilizacdo de residuos agroindustriais como o bagaco
de cana e de mandioca, soro de leite, suco de macga e farelo de soja, como alternativas
de reducédo de custos e selecéo de variedades de microrganismos que produzam po-
lissacarideos em grande quantidade e economicamente interessantes a fim de pro-

mover o suprimento brasileiro da demanda de goma xantana.
2.6.Impacto Ambiental

No Brasil, 0 montante estimado de residuos gerados na agroindustria da soja
no ano de 2009 foi de 41,8 milhdes de toneladas, com destaque para o estado de
Mato Grosso como o maior gerador de residuos no setor (IBGE, 2010; IPEA, 2012).
Deste modo, hd uma preocupacao crescente com o gerenciamento de residuos da
agroindustria, o que se justifica pela necessidade da reducdo do uso dos recursos
naturais, assim como pela preocupacdo em evitar o desperdicio de consumo de ma-
teriais, controle da poluicdo e mitigacdo dos impactos ambientais (PUKASIEWICZ;
OLIVEIRA; PILATTI, 2004). Uma das formas de minimizar os impactos € através da
reutilizacdo do residuo gerado como fertilizante no solo, além da utilizacdo como ali-
mentacao para animais, insumos para outros produtos e possibilidade de uso na ge-
racao de energia (PUKASIEWICZ; OLIVEIRA; PILATTI, 2004).

Estudos realizados pela EMBRAPA apontam que residuos produzidos em fa-
zendas e que sdo capazes de causar impactos ambientais negativos se mal descar-
tados, podem ser matéria-prima para fertilizantes eficazes (EMBRAPA, 2016). O des-
carte desses residuos no solo e o aproveitamento agricola podem ser uma alternativa
para o manejo destes residuos (ALTHAUS et al., 2011). De acordo com a Resolucao
do Conselho nacional do Meio Ambiente - CONAMA N° 313, de 29 de outubro de
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2002, a incorporacao desses no solo € considerada uma forma de reutilizagéo ou re-

ciclagem do residuo e a compostagem, uma alternativa de tratamento.

Althaus et al. (2011) observaram que adubos orgéanicos/residuos, complemen-
tados com adubos soluveis, possibilitaram o bom desenvolvimento das plantas de mi-
Iho, com resultados positivos, seja pela adicdo de nutrientes para as plantas ou pelo
efeito ndo poluente ao ambiente, demostrando, assim, que o solo € um importante
meio de descarte de residuos. Segundo a Resolucdo CONAMA 10004, que trata da
classificacdo dos residuos solidos industriais, o residuo da soja € considerado como
Classe IlI, que séo os residuos nédo perigosos e que ainda podem apresentar proprie-

dades como a combustibilidade, a biodegradabilidade ou solubilidade na 4gua.
2.7.UniverSoja

A UniverSoja, Unidade de Producédo e Desenvolvimento de Derivados de Soja
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP de Araraquara foi criada em
1997, com auxilio da UNESP, FAPESP, CABBIO/CNPq (Centro Brasileiro-Argentino
de Biotecnologia/ Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico) e
Governo Municipal com o objetivo de atender uma parcela especifica da populagéo
através do Projeto UNISOJA, realizado em parceria com a Prefeitura Municipal de

Araraquara (Figura 4).

Figura 4 - Fachada da UniverSoja (a) e Sala de processamento do EHS (b).
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Fonte: UNESP, 2018.
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O projeto UNISOJA, que em 2018 completou 21 anos, tem atuado melhorando
a qualidade de vida dos beneficiarios, além de colaborar com a formacéo de alunos
de graduacdo e de pos-graduacdo da UNESP e de outras instituices no Brasil e ex-
terior, fortalecendo a relacdo entre as atividades de ensino, pesquisa e extenséo na
UNESP.

Utilizada como substituta dos produtos de origem animal, a soja apresenta tam-
bém em sua composicao oligossacarideos com potencial prebidtico (rafinose e esta-
quinose), além das vitaminas e minerais (FREITAS; MORETTI, 2006), especialmente
0 potéassio, importante para a manutencédo do equilibrio eletrolitico dos tecidos (VI-
EIRA; CABRAL; DE PAULA, 1999), além de apresentar atividade antioxidante (SAN-
TOS; BEDANI; ROSSI, 2004; MALENCIC; POPOVIC; MILADINOVIC, 2007). Devido
a sua composicao nutricional e o custo relativamente baixo, a soja e seus derivados,
em especial o EHS, constituem uma boa alternativa alimentar para individuos porta-
dores de restricdes alimentares relacionadas ao consumo do leite de vaca (SANTOS;
BEDANI; ROSSI, 2004; MUNHOZ et al., 2010).

O projeto UNISOJA tem como finalidade o desenvolvimento e producéo de ali-
mentos a base de soja, para serem introduzidos na alimentacdo da populacao seleci-
onada pelo Programa de Politicas Publicas de Alimentacdo e Nutricdo da Prefeitura
Municipal de Araraquara, visando melhorar as condi¢cdes de saude dos beneficiarios
através da alimentacao. Pelo fato de ser isento de lactose, o EHS é adequado para
portadores de intolerancia a lactose ou alergia a proteina do leite de vaca, podendo
ser utilizado na prevencéo e correcao da desnutricdo infantil (WANG et al., 1997)

A producéo de bebidas saborizadas a base de EHS atende a demanda da po-
pulacdo que apresenta alergia a proteina do leite e/ou intolerancia a lactose ou que
se encontram em situacéo de vulnerabilidade social, constituindo-se, dessa forma, em
um programa de politica publica de alimentacéo ligado a Universidade. Por sua vez,
a producdo do extrato de soja saborizado gera uma quantidade expressiva de resi-
duos, o que pode chegar a aproximadamente 5,5 toneladas de residuos por ano na
UniverSoja, segundo levantamentos in loco, sendo que, nesse processamento, ocorre
a formacgé&o de dois subprodutos: o residuo da massa de gréos (okara) e o residuo da
casca (PINTO; CASTRO, 2008).
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Como o okara é o residuo proveniente do processo de obtencdo do EHS em
maior quantidade e possui propriedades nutricionais interessantes, possibilita sua uti-
lizacdo como matéria-prima para a producédo de farinha de okara (PINTO; CASTRO,
2008). Atualmente, cerca de 85% do montante de residuo é destinado a alimentacao
de suinos de criadores locais (okara e cascas) e em torno de 13% é destinado a ma-
nufatura de pées pela Prefeitura Municipal (apenas okara), como substituinte de parte
da farinha de trigo da formulacéo e para melhorar o valor nutricional do produto. Ainda,
uma pequena parcela é utilizada em pesquisas e aulas na Universidade. A composi-
cdo centesimal média do okara, em base seca, é de: 38,0% de proteina, 12,2% de
lipideos, 30,3% de carboidratos, 16,1% de fibras e 3,4% de cinzas, além de conter
cerca de 21% das isoflavonas da soja (CAVALHEIRO et al., 2001).

O projeto UNISOJA, em parceria com a Prefeitura Municipal de Araraquara
cumpre uma importante funcéo social de desenvolver produtos a base de soja e pro-
duzir, diariamente, o EHS que serve de alimento para as criancas portadoras de into-
lerdncia a lactose e/ou alergia a proteina do leite e a idosos, assim como populacao
em situacao de vulnerabilidade social, auxiliando na manutencdo de uma boa condi-
cao nutricional da populacdo, cumprindo o compromisso de atender grupos populaci-
onais especificos, que se beneficiam com o consumo de EHS produzido diariamente

na UniverSoja.
2.8. Composicao Centesimal e Analise Microbioldgica

A composigao centesimal inclui a determinagéao do teor de umidade a 105°C,
cinzas (residuo mineral fixo), proteinas, lipideos, carboidratos totais e fibra alimentar
(NEPA, 2011).

Dados sobre composicdo de alimentos sao importantes para verificar a ade-
quacao nutricional da dieta de individuos e das populagfes, para a avaliacdo do es-
tado nutricional, para desenvolver pesquisas que correlacionem dieta e doenca, na
industria alimenticia (TORRES et al., 2000), além da rotulagem nutricional e controle
de qualidade dos alimentos (NEPA, 2011).

O teor de umidade representa a agua contida no alimento, que pode ser agua
livre, presente na superficie externa do alimento, sendo facilmente evaporada e agua
ligada, encontrada no interior do alimento, sem combinar-se quimicamente com o

mesmo. Além da &agua, outras substancias que se volatilizam nessas condi¢cdes
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também podem ser removidas. O teor de umidade corresponde a perda em peso so-
frida pelo produto quando aquecido em condicBes nas quais a agua é removida e o

residuo assim obtido no aquecimento direto é chamado residuo seco (IAL, 2008).

Residuo por incineracdo ou cinzas € o nome dado ao residuo obtido por aque-
cimento de um produto em temperatura préoxima a 550-570°C (AL, 2008). As cinzas
representam os minerais, importantes para a manutencéo das funcgdes essenciais ao
organismo humano (ROCHA et al., 2012).

Para a determinacéo de proteinas sdo considerados os polimeros de aminoa-
cidos ou compostos que contém polimeros de aminoécidos (BRASIL, 2005). O método
baseia-se na determinacao de nitrogénio, geralmente feita pelo processo de digestéao
Kjeldahl, baseado em trés etapas: digestéo, destilacéo e titulacdo. A matéria organica
€ decomposta e o nitrogénio existente é transformado em amoénia. Considerando o
conteudo de nitrogénio das diferentes proteinas em aproximadamente 16%, o numero
de gramas de nitrogénio encontrado é transformado em ndmero de gramas de prote-
inas (1AL, 2008).

Os lipideos sdo compostos organicos energéticos, contém acidos graxos es-
senciais ao organismo e atuam como transportadores das vitaminas lipossoluveis.
Séo classificados em: simples (6leos e gorduras), compostos (fosfolipideos, ceras
etc.) e derivados ( acidos graxos e esterdis). Oleos e gorduras diferem entre si apenas
na sua aparéncia fisica, pois a temperatura ambiente os 6leos apresentam aspecto

liguido enquanto as gorduras sao pastosas ou solidas (IAL, 2008).

Carboidratos, também chamados hidratos de carbono ou glicideos: sdo todos
0s monossacarideos, dissacarideos e polissacarideos, incluindo os polidis, presentes
em alimentos, que sao digeridos, absorvidos e metabolizados pelo ser humano (BRA-
SIL, 2003). Os carboidratos totais sdo representados pelos carboidratos disponiveis
juntamente com a fibra alimentar total (FUJITA; FIGUEROA, 2003).

As fibras sdo definidas como polissacarideos (exceto o amido) e lignina que
nao sao digeridos pelo intestino delgado humano. Podem ser classificadas de acordo
com a sua solubilidade em sollveis e insolUveis. As fibras solUveis sdo responsaveis
pelo aumento da viscosidade do contetdo gastrointestinal, retardando o esvaziamento
e a difusdo de nutrientes; sdo as gomas, mucilagens, a maioria das pectinas e algu-

mas hemiceluloses, tendo como principais fontes as leguminosas e frutas. As fibras
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insoltveis diminuem o tempo de transito intestinal, aumentam o peso das fezes, tor-
nam mais lenta a absorcdo da glicose e retardam a digestdo do amido; incluem a
celulose, lignina, hemicelulose e algumas pectinas e estdo presentes nos graos de
cereais, no farelo de trigo, nas hortalicas e nas cascas de frutas. A maioria dos ali-
mentos contém uma combinacao dos dois tipos de fibras, embora em concentracfes
diferentes (IAL, 2008).

A equacéo 1, representada a seguir, corresponde a fracdo NIFEXT e determina
os teores de carboidratos totais, realizada por diferenca, dentre os quais incluem-se
os valores de fibras alimentares totais (FUCHS et al., 2005; NEPA, 2011):

Carboidratos totais(%) = 100% — %(lipideos + proteinas + cinzas + umidade) Equacgdo 1

O valor da energia alimentar € expresso em quilocalorias (kcal). O célculo do
valor energético de cada alimento considera o calor de combustéo e a digestibilidade,
a partir dos teores em proteinas, lipideos e glicidios, de acordo com o sistema Atwater,
utilizando os coeficientes especificos. Carboidratos fornecem 4 kcal/g (exceto poliéis),

ja as proteinas fornecem 4 kcal/g e gorduras, 9 kcal/g (NEPA, 2011).

Além da qualidade nutricional, faz-se necessario garantir a qualidade biolégica
e sanitaria dos alimentos, de forma a proporcionar o consumo de alimentos seguros
do ponto de vista microbiolégico, com auséncia de contaminantes de natureza biolo-
gica, fisica, quimica ou outros perigos que possam comprometer a saude da popula-
cao (RORIZ, 2012).

De acordo com a RDC 12/2001, que aprova o Regulamento Técnico sobre
padrdes microbiolégicos para alimentos, o controle microbiologico de contaminantes
adota os padrdes microbiolégicos sanitarios estabelecidos para “produtos a base de
soja (bebida a base de extrato de soja, aromatizada ou ndo, desengordurada ou néo,
refrigerada e similares; extrato desidratado e proteina texturizada de soja, desengor-
durado ou néo e similares)” atraves da pesquisa de: coliformes termotolerantes (coli-
formes a 45°C) pelo método do nimero mais provavel, Bacillus cereus e Salmonella
sp. No caso de analise de produtos ndo caracterizados nas tabelas especificadas na

referida RDC, considera-se a similaridade da natureza e do processamento do
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produto, como base para seu enquadramento nos padrdes estabelecidos para um
produto similar (BRASIL, 2001).

2.9. Analises Fisico-quimicas e Fitoquimicas
2.9.1. Acidez titulavel

A determinacéo da acidez € um indice que pode indicar deterioragdo dos gréos
por hidrélise, oxidacéo ou fermentagcédo. No processo da deterioracdo, ocorre a forma-
cao de acidos graxos livres, especialmente acido linoleico. Operacfes inadequadas
na colheita e beneficiamento iniciam o processo degradativo. As Boas Préticas na pré-
colheita, colheita, armazenamento e transporte sdo importantes para evitar a deterio-
racao dos graos (OLIVEIRA et al., 2018). Em um produto alimenticio, a determinacéo
da acidez fornece dados para avaliar o estado de conservagao pois a decomposicao
quase sempre promove alteracdo na concentracdo de ions hidrogénio, refletindo no
teor de acidez. Essa alteracdo pode ser detectada por meio de titulacdo com solucéo
alcalina, com o auxilio de soluc@es indicadoras ou atraveés de titulagdo potenciométrica
na determinacao do ponto de viragem guando a solucédo a ser titulada for colorida ou
turva (IAL, 2008).

2.9.2. pH

Outra forma de determinar a acidez é através da medida da concentragcédo de
ions hidrogénio livres por meio do pH, no qual valores abaixo de 7 indicam meio acido
e valores acima de 7, meio basico. A determinacédo é realizada por meio da medida
potenciométrica usando um eletrodo de vidro e um de referéncia ou um eletrodo de

vidro combinado, em equipamentos calibrados com soluc¢des tampéao (IAL, 2008).
2.9.3. Atividade de agua (Aa)

A importancia da atividade de agua esta na sua relacdo com a conservagao
dos alimentos, sendo que os valores de atividade de &gua mostram quais as chances
do alimento se deteriorar. Valores de atividade de agua proximos a 0,68 sdo propicios
a multiplicagcéo de fungos deteriorantes (FRANCO; LANDGRAF, 2003) enquanto va-
lores elevados de atividade de agua sugerem a possibilidade de deterioracéo rapida,
pois a preservacao do alimento depende da quantidade de 4gua presente no mesmo,
podendo encontrar-se livre ou ligada. A agua livre ou absorvida é a forma predomi-

nante; a agua nao se encontra ligada a nenhuma estrutura molecular dentro da célula,
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mas esta presente nos espacos intergranulares e nos poros do alimento, sendo ex-
pressa pela atividade de agua (CELESTINO, 2010). Por definicdo, atividade de agua
€ a razao entre a pressao parcial de vapor da agua contida no alimento e a presséo
parcial de vapor da 4gua pura, a uma dada temperatura.

A agua é um solvente natural das proteinas e de outros componentes celulares.
Dessa forma, a elevada atividade de &gua provocard, em geral, maiores oportunida-
des de reacfes quimicas e bioquimicas de crescimento de microrganismos (SGARBI-
ERI, 1996 ). Considera-se o valor de 0,60 como o valor de atividade de agua limitante

para a multiplicacdo de qualquer microrganismo (FRANCO; LANDGRAF, 2003).

Na obtencédo de produtos como a farinha, o efeito da diminui¢cdo da atividade
de 4gua a um valor inferior ao considerado 6timo para um determinado microrga-
nismo, reflete no aumento da fase lag do crescimento microbiano (laténcia), na dimi-
nuicdo da velocidade de multiplicacdo e no tamanho da populagdo microbiana final
(FRANCO; LANDGRAF, 2003).

2.9.4. Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A caracterizacdo por espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR) permite a identificacdo de grupos funcionais tais como amidas, aminas,
anéis aromaticos, alcoois, fendis, entre outros, quando os atomos de uma determi-
nada amostra recebem um feixe de radiacdo na regido do infravermelho (BARROS,
2016; GARMS, 2017).

Uma forma mais didatica de entender o funcionamento desta técnica, é imagi-
nar que uma certa molécula possui uma frequéncia caracteristica de vibracdo nas li-
gacOes (Figura 5 a). Imagine que esta molécula absorve frequéncia (energia) selecio-
nadas de radiagdo infravermelha. Neste processo, sdo absorvidas frequéncias que
equivalem as frequéncias vibracionais das moléculas, aumentando assim a amplitude

dos movimentos (Figura 5 b).
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Figura 5 - Modelo simplificado da ligacdo quimica entre dois atomos.

a)
d p=Qd
L@
onde: p: momento
Q: carga
d: distancia
b)

T 0

Fonte: BORGES (2015).

As ligagBes nas moléculas vibram por estiramentos que sdo movimentos de
contracdo que alteram o comprimento da ligacdo e dobramento que sdo movimentos
de flexdo que alteram o angulo de ligacdo. Este método tem a vantagem de ser rapido,
simples e ndo ser necessario a utilizacdo de reagentes quimicos (FERREIRA, 2013;
BORGES, 2015). As analises desta técnica podem ser realizadas por: a) refletancia
total atenuada (ATR), na qual a amostra é aplicada em um cristal altamente refrativo;
b) refletancia especular, onde o angulo de incidéncia de energia na amostra é o
mesmo refletido; e c) refletancia difusa, na qual ocorre interacédo da radiagdo com a

amostra e ocorre absorcao e espalhamento.
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2.9.5. Avaliacdo da Atividade Antioxidante (AA) — UV-Vis

A soja constitui uma importante alternativa para a nutricdo humana por ser fonte
de proteinas, vitaminas lipossolUveis (especialmente a vitamina E), de minerais como
o ferro, célcio e zinco, além de antioxidantes. Também é rica em acidos graxos es-
senciais como o acido linolénico. Juntamente com seus derivados, séo fontes de com-
postos fendlicos e, entre eles, os flavondides, em que predominam as isoflavonas
(BOLANHO, 2010).

A atividade antioxidante das amostras pode ser determinada pela capacidade
doadora de H* para o radical estavel DPPH: (2,2-difenil-1-picril-hidrazila), de acordo
com a metodologia in vitro proposta por MANIAN et al., 2008. Este método baseia-se

na reducéo do radical livre estavel de coloracdo violeta a coloracdo amarelada.

Barros et al. (2018) avaliaram a atividade antioxidante do extrato de Serjania
pelas técnicas de espectroscopia 6tica (UV-Vis) e por ressonéncia paramagnética ele-
trénica, em inglés, electron paramagnetic resonance (EPR), na qual, para a técnica
de UV-Vis, foi observado que o radical livre DPPH foi aniquilado com a concentracdo
de 15ug.mL?.

O DPPH apresenta maxima absorbancia a 517nm, que decresce na presenca
de moléculas doadoras de H*, indicado pela mudanca da coloracdo roxa para ama-
relo. As amostras reagem com o radical DPPH por um periodo de 30 minutos em
ambiente de pouca luminosidade e, em seguida, sdo submetidas ao espectrofotdme-
tro UV-Vis a um comprimento de onda de 517nm (BOLANHO, 2010).

A Figura 6 mostra a estrutura do DPPH antes e depois da reagdo com um com-

posto antioxidante (A-H).
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Figura 6 - Mudanca da coloracdo do radical livre (DPPH) antes e depois da

reacado com um composto antioxidante (A-H).
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Fonte: RUFINO (2007); REZENDE (2010).
2.9.6. Ressonancia Paramagnética Eletrénica (EPR)

A espectroscopia por Ressonancia Paramagnética Eletrdnica ou Electron Pa-
ramagnetic Resonance (EPR) é uma técnica que permite detectar e caracterizar mo-
léculas com elétrons desemparelhados (espécies paramagnéticas), sem alterar ou
destruir as moléculas (SWARTZ et al., 1972). Alguns exemplos destas espécies sdo:
radicais livres, birradicais, defeitos pontuais em solidos, imperfei¢oées cristalinas (dos
SANTOS, 2006). Radicais livres sdo frequentemente encontrados em sistemas bi-
olégicos e sdo moléculas com um so elétron desemparelhado. Para poder detectar
estas moléculas, o elétron desemparelhado deve absorver energia eletromagnética

em presenga de um campo magnético (HERCULANO, 2005)

Regulla e Deffner (1982) definem o fenébmeno EPR como a absorgéo resso-
nante de energia eletromagnética em substancias paramagnéticas pela transigao do
spin de um elétron desemparelhado entre diferentes niveis de energia, em presencga
de um campo magnético. As primeiras observagdes experimentais da ressonancia

paramagnética eletrénica foram reportadas por ZAVOISKY (1946) medindo a poténcia
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absorvida na faixa de radiofrequéncia. Cummerow e Halliday (1946), também realiza-

ram medi¢des de EPR, mas na regidao das microondas.

2.9.6.1 - O Fenémeno da Ressonancia Paramagnética

Neste estudo foi utilizado spin = ¥, portanto serdo dois niveis de energia. A
transigao entre os dois niveis Zeeman (x1/2 gepH) de um sistema paramagnético pode
ser induzida pela irradiagdo de uma onda eletromagnética, com uma frequéncia v sa-

tisfazendo a condi¢ao de ressonancia (Equacéao 2):

AE = geBHr = hv Equacéo 2
Sendo:
AE = diferenca de energia para elétrons entre os dois niveis
ge= é denominado fator g
B= efi /12mec é 0 magneton de Bohr
r = € 0 campo magnético de ressonancia
fi = é a constante de Planck

v = frequéncia de microondas

O fator g, ou fator de desdobramento espectroscopico vale 2,0023 para o
elétron livre. Com o processo de absorgao de energia, a populagao dos dois niveis de
energia N- e N+ tende a se igualar. Entretanto, o elétron situado no nivel mais elevado
libera um quantum de energia hv e retorna para o nivel de menor energia, satisfazendo
a lei de equilibrio de Maxwell-Boltzmann. Um esquema de energia dos niveis Zeeman

e as correspondentes transi¢ées podem ser vistas na Figura 7.



38

Figura 7 - Niveis de energia do elétron em fungéo da intensidade do campo magnético

- Hr é o0 valor do campo na ressonancia.
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Fonte: Adaptado de Herculano (2005).

A outra condi¢cdo para que aconteca a ressonancia é que a componente mag-
nética da onda eletromagnética deve ser perpendicular ao campo Hy. Nos experimen-
tos, para atingir a ressonancia, segundo a Equacéao 2, pode-se variar a frequéncia do
campo eletromagnético oscilante ou o valor do campo magnético. Na prética prefere-

se, por consideracdes experimentais, varrer o campo (Hy), deixando a frequéncia (v)

fixa. Valores tipicos para arranjos experimentais de EPR s&o:

- Banda-X, tem-se que v = 9.5GHz e Hr = 340mT,;
- Banda-K, tem-se que v = 25GHz e Hy = 900mT;
- Banda-Q, tem-se que v =70GHz e Hy = 2500mT.

Vale ressaltar que trata-se de uma técnica interessante para detectar e quanti-
ficar a reducao de radicais livres de extratos vegetais (dos SANTOS et al., 2009).
Além disso, é uma técnica complementar ao método comumente empregado que uti-
liza a espectroscopia o6tica (UV-VIS). O espectrometro de EPR é composto por uma
fonte do campo magnético externo, fonte de micro-ondas, guia de ondas e cavidade
ressonante, sistema de detecgéo e o registro (HERCULANO, 2005; BARROS et al.,



39

2018). A Figura 8 apresenta um esquema de sistema de deteccao de sinal de EPR.

Figura 8 - Esquema do espectrometro de EPR.
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Fonte: Adaptado de Cogo (2008).

2.9.7. Fendlicos Totais

Um dos métodos mais utilizados para obtencado do teor de compostos fendlicos
totais em alimentos € o desenvolvido por Singleton e Rossi (1965), modificado por

Nuutila et al. (2003), no qual emprega-se o reagente de Folin-Ciocalteau.

Trata-se de um método colorimétrico, baseado na reducao dos acidos fosfomo-
libdico e fosfotiingstico em solucéo alcalina. Produz uma coloragéo azul pela reducgéo
do reagente Folin-Ciocalteau pelos fendlicos e € medida espectrofotometricamente,

na faixa de absorcao visivel no comprimento de onda de 735 nm.

Os compostos fenolicos constituem uma grande classe de fitoquimicos alimen-
tares e encontram-se distribuidos entre as partes das plantas; porém, sua maior con-
centracdo esta nas frutas, hortalicas e em seus derivados. Sua estrutura quimica con-
tém ao menos um anel aromatico, o qual esta unido a uma (ou mais) hidroxila(s) e,
conforme o numero e a posicao dessas hidroxilas na cadeia, esses compostos apre-
sentam diferentes propriedades de se complexar com os radicais livres, neutralizando-
0s. Os compostos fendlicos presentes nos vegetais sdo 0s principais responsaveis
pela atividade antioxidante (SOUSA; VIEIRA; LIMA, 2011).
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A Figura 9 mostra a desprotonacdo dos compostos fendlicos, no caso o acido
galico em meio basico, gerando os anions (neste exemplo, carboxilado). O compo-
nente de Folin-Ciocalteau sofre reducao fazendo com que a reacdo mude da cor ama-
rela para o azul (REZENDE, 2010).

Figura 9 - Reacao do acido galico com molibdénio, componente do reagente de Folin-

Ciocalteau.
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Fonte: Adaptado de Rezende (2010).

A quantificacdo de compostos fendlicos por espectrofotometria presentes nas
amostras de soja e seus subprodutos envolve a reducéo do reagente Folin-Ciocalteau
com formacéo de complexo azul, cuja intensidade aumenta linearmente a 735nm. Tal
coloracdo permite a determinacao da concentracédo das substancias redutoras, como

pode ser observado na Figura 10.

Figura 10 - Dosagem de fendis totais empregando o reagente Folin.

‘nl

Fonte: VEDANA, 2008.
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3.0BJETIVOS
3.1.0BJETIVO GERAL

Avaliar o potencial antioxidante remanescente na farinha de okara obtida a par-

tir de okara in natura.
3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar a composi¢do quimica e centesimal e a avaliagdo microbioldgica

do gréo de soja, extrato hidrossollvel de soja, okara in natura e farinha de okara.

- Estabelecer a composicao fisico-quimica de gréos de soja, extrato hidrosso-
lavel de soja, okara in natura e farinha de okara utilizando a espectroscopia no infra-
vermelho por Transformada de Fourier (FTIR).

- Avaliar a atividade antioxidante (AA) utilizando a metodologia do sequestro do
radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) associado as técnicas de espectrofotometria
e EPR em amostras de graos de soja, extrato hidrossolUvel de soja, okara in natura e

farinha de okara.

- Determinar compostos fendlicos totais.

4. MATERIAIS E METODOS

As amostras estudadas foram obtidas da UniverSoja da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Araraquara/FCF-UNESP e foram analisadas no Laboratério do
Grupo de Bioengenharia de Biomateriais do Departamento de Bioprocessos e Biotec-
nologia da FCF/UNESP e no Laboratério de Pesquisas em Probioticos do Departa-

mento de Alimentos e Nutricdo da mesma Unidade.
4.1. Materiais
4.1.1. Gréos de soja

Os graos de soja, grupo |, tipo 1, com hilo claro, safra 2017, Lote 084/17, cultivar
232, classificada para alimentacgéo, cedidos pela UniverSoja foram adquiridos pela
Prefeitura Municipal de Araraquara/SP da empresa Agro Pecuaria Tibagi, situado na
cidade de Tibagi/Parana.
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De acordo com a Instrucdo Normativa 11/2017, de 16/05/2017 do MAPA, a soja
é classificada em dois grupos, | e Il, que sédo destinados, respectivamente, ao con-
sumo humano e a outros usos como a fabricacdo de 6leo e farelo de soja. Ainda de
acordo com a mesma Normativa, a classificagdo por tipos € baseada na qualidade do
gréao, de acordo com os percentuais de tolerancia estabelecidos na referida Norma.

4.1.2. Extrato Hidrossoluvel de Soja (EHS)

O EHS foi obtido durante o processamento da UniverSoja e segue as Boas
Praticas de Fabricacédo (BPF), de acordo com o Manual de Boas Praticas da Univer-
Soja/FCF-UNESP-Araraquara. Os graos de soja pesados sao levados, primeiramente,
a um equipamento onde sdo descorticados e partidos. As cascas resultantes desse
procedimento sdo levadas a area externa da planta industrial e consideradas residuo.
Os gréaos ja partidos séao, entdo, manualmente levados para os tanques de cozimento
(97°C), onde ocorre um primeiro tratamento térmico, com finalidade de hidratacao dos
graos e inativagao da enzima lipoxigenase para evitar a formagéo de compostos de

sabor desagradavel na bebida pronta.

Os graos ficam imersos em agua fervente por 7 minutos, com o equipamento
ligado. A seguir, ficam por mais 7 minutos em imerséo, com o equipamento desligado,
sendo entdo drenados. Durante o periodo do tratamento térmico, cascas sobem a
superficie do tanque de cozimento e sdo removidas com o auxilio de escumadeiras,
sendo também consideradas residuo do processamento do EHS. Apés a drenagem,
os graos hidratados sofrem adicédo de antiespumante proprio para produtos a base de
soja e sdo manualmente conduzidos a Unidade Basica de Extracdo, onde os graos
sofrem trituracdo em um moinho de 16 facas. Simultaneamente a trituracédo, ocorre a
entrada regulada de agua potavel, resultando no extrato hidrossoluvel de soja e no
okara, que é recolhido na saida do equipamento em baldes ou caixas plasticas higie-
nizadas. A seguir, 0 extrato passa por um processo de pasteurizagdo, com elevacao
da temperatura seguido de rapido resfriamento, sendo entédo conduzido a embaladora,
na qual o produto é envasado em embalagens de polietileno de baixa densidade, fle-

xiveis e esterilizadas por radiacéo ultravioleta.

O EHS é um produto sem conservantes e necessita de refrigeracdo (5°- 7°C)
até o momento do consumo, dentro do prazo de validade estipulado (4 dias). A Figura
11 mostra o fluxograma de producao do EHS.



Figura 11 - Fluxograma de producdo do extrato hidrossoluvel
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Fonte: Adaptado do Manual BPF UniverSoja, 2018.

4.1.3. Okara in natura
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de soja

O residuo foi obtido no processamento do extrato hidrossolavel de soja na Uni-

verSoja.

O okara é recolhido na saida lateral da Unidade Basica de Extracdo em baldes

ou caixas plasticas higienizadas. A temperatura média do residuo na saida lateral do

equipamento € de 80°C. A Figura 12 mostra o okara in natura produzido pela Univer-

Soja.
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Figura 12 - Okara in natura resultante do processamento do EHS.

Fonte: Arquivo pessoal.
4.1.4. Farinha de okara

A farinha de okara foi obtida a partir do okara in natura, proveniente do proces-
samento dos graos de soja na obtencdo do EHS. O material foi acondicionado em
assadeiras e seco em estufa de circulacdo de ar forgcada Quimis, a 60°C, por 8-10
horas (Figura 13a). Apos a secagem (Figura 13b), o produto foi resfriado a tempera-
tura ambiente, triturado e tamisado. Foi utilizado um tamis fabricado pela empresa
Tamis Bertel Industria Metalurgica Ltda com abertura de 0,600mm, com Tyler/Mesh
de 28.

Figura 13 - Okara em processo de secagem (a) e okara apds secagem (b)

(a) (b)

Fonte: Arquivo pessoal.
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4.2. Métodos
4.2.1. Composicao Centesimal e Nutricional

Os teores de umidade, cinzas e proteinas foram determinados segundo a
AOAC (Association of Official Analytical Chemists, 2005).

Todas as amostras foram avaliadas quanto aos teores de gordura pelo método
de Bligh-Dyer segundo IAL, 2008, quanto aos teores de proteina pelo método de Kjel-
dahl segundo a AOAC, 2005, de sdlidos totais, cinzas e carboidratos pelo método de
secagem do produto a 105°C, método de incineracéo a 550°C e por diferenca (fracdo
NIFEXT) segundo AOAC (2005), respectivamente. O teor caldrico dos produtos foi
calculado com base no contetdo de proteinas, lipideos e carboidratos. O teor de fibras
alimentares (fibras sollveis e insolaveis) foi determinado pelo método enzimatico gra-

vimétrico (IAL, 2008).Todas as analises foram realizadas em triplicata.
4.2.2. Determinacao de Acidez titulavel, Aa e pH

Os produtos analisados foram caracterizados quanto a acidez titulavel, ativi-
dade de 4gua e pH. Todas as andlises fisico-quimicas foram realizadas em triplicata.
A atividade de agua foi determinada utilizando-se medidor de atividade de agua
(AQUALAB CX-2, EUA). As amostras de graos de soja foram previamente trituradas
e as demais foram analisadas sem nenhum tipo de preparo. Os valores de pH foram
medidos em pHmetro (IAL, 2008) marca Qualxtron, modelo 8010, em amostras pre-
paradas pela mistura de 10g de amostra e 90mL de agua deionizada, exceto para o
EHS (direto). A acidez titulavel foi determinada por titulagdo com NaOH O0,1N e ex-
pressa em mL de NaOH/100g, nas mesmas condi¢des de diluicdo utilizada para de-
terminacdo de pH (AOAC, 2005).

4.2.3. Analises Microbiologicas

As analises microbioldgicas foram realizadas para garantir a seguranga micro-
bioldgica dos produtos, de acordo com o que preconiza a RDC 12/2001, no item 24
letra “a@” para produtos a base de soja (bebida a base de extrato de soja, aromatizada
ou nao, desengordurada ou néo, refrigerada e similares; extrato desidratado e prote-
ina texturizada de soja, desengordurado ou néo e similares). Amostras de 25 g dos
produtos foram assepticamente homogeneizadas com 225 mL de agua peptonada

tamponada 0,1%. Diluicdes seriadas foram preparadas e a inoculacéo foi realizada
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em meios de cultura seletivos adequados para cada género/espécie estudado. Foram
pesquisados: Coliformes termotolerantes a 45°C (NMP/mL), pela metodologia do nu-

mero mais provavel, Bacillus cereus e Salmonella spp.

A pesquisa de coliformes termotolerantes (coliformes a 45°C) foi realizada con-
forme a metodologia do Numero Mais Provavel (NMP) segundo a American Public
Health Association (KORNACKI; JOHNSON, 2001), utilizando Caldo Lauril Sulfato
Triptose para o teste presuntivo, caldo de Verde Brilhante-lactose bile e Caldo EC para
0s testes confirmativos. Para a pesquisa de Bacillus cereus foi realizada contagem
direta em placas (BENNETT; BELAY, 2001), utilizando agar Manitol-Polimixina
B (MYP).

Para Salmonella spp. foi realizado pré-enriquecimento em agua peptonada
tamponada; enriquecimento seletivo em caldo Tetrationato (TT) e caldo Rappaport-
Vassiliadis (RV); multiplicagdo em agar Hekton-enteric (HE) e &gar Xilose Lisina De-
soxicolato (XLD). Colbnias caracteristicas foram submetidas a testes bioquimicos:
agar triplice ferro (TSI), &gar lisina ferro (LIA) e agar uréia (UA) (DOWNES; ITO, 2002).

4.2.4. Caracterizacdo fisico-quimica: Espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR)

Com o intuito de identificar os grupos funcionais, os espectros de infravermelho
das amostras de grao de soja, EHS, EHS desidratado, okara in natura e farinha de
okara foram avaliados pela técnica de espectroscopia no infravermelho em um espec-
trofotébmetro FTIR - TENSOR 27/ BRUKER localizado no Grupo de Bioengenharia e
Biomateriais da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara/UNESP. O equi-
pamento opera mediante a técnica de transformada de Fourier com o método de re-
fletancia total atenuada (ATR), sendo registrados 0s espectros com absor¢ao na re-
gido compreendida entre 4000 e 400 cm, fonte de laser HeNe e detector DLaTGS

com resolucdo de 4cm™ e 32 varreduras.
4.2.5. Avaliacao da Atividade Antioxidante (AA)

A atividade antioxidante das amostras foi avaliada utilizando dois métodos, 0
ensaio espectrofotométrico e 0o ensaio de Ressonancia Paramagnética EletrGnica
(EPR), ambos empregando o radical livre (DPPH, 2,2-difenil-1-picril-hidrazila). As me-

todologias foram selecionadas com o objetivo de fornecer dados comparativos para a
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atividade antioxidante. O efeito antioxidante da soja e subprodutos foi determinado
pela capacidade doadora de H* para o radical estavel DPPH: (2,2-difenil-1-picril-hidra-

zila), de acordo com a metodologia in vitro proposta por Manian et al., 2008.

4.2.5.1 Atividade Antioxidante pela técnica de espectrofotometria- UV-Vis

Este método baseia-se na reducéo do radical livre estavel de coloracao violeta
a coloracdo amarelada. O teste possui ainda a vantagem de analisar muitas amostras
em um curto periodo, sendo sensivel o suficiente para detectar baixas concentragcfes
dos principios ativos. O potencial antioxidante das amostras foi observado pelo grau
de descoloracdo do reagente apos os 30 minutos necessarios para acontecer a rea-
cao (BARROS et al., 2018).

Neste estudo, a curva padrao foi produzida com uma solugdo metandlica de
acido L-ascorbico Sigma-Aldrich, lote SLBF6747V, na concentracédo de 0,4 mg.mL™.
As diluicdes utilizadas foram de 400, 300, 200, 100, 50, 25 e 12ug.mL. Os experi-
mentos foram realizados em triplicata, utilizando 3,9mL de solugdo metandlica de
DPPH (0,04 mg.mL1) e 500uL dos extratos das amostras. O DPPH apresenta maxima
absorbancia a 517nm, que decresce na presenca de moléculas doadoras de H*, indi-
cado pela mudanca da coloracéo roxa para amarelo. A Figura 14(a) mostra o espec-
trofotdbmetro e a Figura 14(b), os tubos com amostras.

Figura 14 — Espectrofotdmetro UV-VIS - Bel Engineering SF 200 ADV (LGS53) (a) e

tubos de ensaio contendo os extratos das amostras e o radical livre DPPH (b)

Fonte: Arquivo pessoal.
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As amostras foram incubadas com o radical DPPH por um periodo de 30 minu-
tos em ambiente de pouca luminosidade e, em seguida, foram submetidas ao espec-
trofotbmetro UV-Vis a um comprimento de onda de 517nm. O calculo da atividade
antioxidante foi realizado de acordo com a Equacéao 3:

. . A le—A
Atividade antioxidante (%) = (Acontrole-Aamostra)

x 100 Equacéao 3

Acontrole

Onde:
A amostra € @ absorbancia das amostras apés 30 minutos em baixa luminosidade

A controle € @ absorbancia do DPPH, ambos a 517nm.

4.2.5.2 Atividade Antioxidante pelatécnicade EPR - Ressonancia paramagnética

eletronica

O teste da atividade antioxidante contra o radical livre presente no DPPH em-
pregando a técnica de ressonancia paramagneética eletrénica (EPR) foi realizado de
acordo dos Santos et al. (2006) com adaptacdes. Todas as solugcdes foram transferi-
das para um tubo de vidro capilar, que foi selado e colocado dentro de um tubo de
quartzo padrdo EPR (diametro interno de 3,00 mm) e levado para a cavidade resso-
nante do espectrémetro. Este procedimento foi realizado em temperatura ambiente
(25°C).

Os espectros de EPR foram registrados em um espectrdmetro banda X
(9.5GHz) da marca Bruker® modelo e-Scan com um campo magnético central de 3480
Gauss (G), campo de varredura de 3395-3595 G, tempo de varredura de 20,97 se-
gundos, amplitude de modulacéo de 3,29 G, frequéncia de modulacdo de 86,0 kHz e

poténcia de microondas de 10,93 mW, demonstrados a seguir (Figura 15):
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Figura 15 — Espectrometro de EPR Bruker e-Scan, banda-X (a) capilar com amostra

de DPPH (b) e exemplo de espectro da amostra de DPPH (c)

a-) b-)

Fonte: Arquivo pessoal.

A atividade antioxidante dos extratos das amostras foi determinada pela inten-
sidade do sinal, pois avaliou-se apenas uma espécie paramagnética na qual ndo foi
observado nenhuma mudanca significativa na forma de linha (HERCULANO, 2005).
Nesta técnica, observou-se que com a adicao dos extratos das amostras houve ani-
quilamento (diminuigdo) da intensidade do sinal de DPPH que é um radical, mostrando

a capacidade antioxidante de cada composto (Figura 16).
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Figura 16 - Intensidade do sinal do pico a pico do DPPH pela técnica de EPR.
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4.2.6. Fendlicos Totais

A quantidade de compostos fendlicos totais foi determinada utilizando o método
desenvolvido por Singleton e Rossi (1965), modificado por Nuutila et al. (2003), utili-
zando o reagente de Folin-Ciocalteau. Uma curva padrao foi tracada utilizando o acido
galico. Cinco solucdes-estoque (10, 20, 40, 80 e 150 yg.mL') de acido galico foram
preparadas em metanol e apos diluices foram empregadas na constru¢éo da curva
de calibracdo. A absorbancia de todas as amostras e do padréo foi medida em 735
nm usando um espectrofotometro modelo LGS 53 UV-Vis BEL Photonics, e os resul-
tados foram expressos em ug de acido galico por mg de peso seco do extrato usando
a equacao obtida a partir de uma curva padréao de calibracdo de acido galico. Todos

os testes foram realizados em triplicata.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Composicao centesimal e andlises fisico-quimicas

A composicao centesimal, que inclui analises de umidade, residuo mineral fixo

(cinzas), proteinas, lipideos, fibras e carboidratos, permite calcular o valor caldrico
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total do alimento, importante dado para a rotulagem de produtos alimenticios e para
bancos de dados de composicéo dos alimentos (BRASIL, 2003; TORRES et al., 2000;
USP, 2017). Os valores de fibras alimentares, solUveis e insolluveis, estédo inseridos
em carboidratos totais.

A Tabela 1 apresenta os resultados (b.u.) da composicédo centesimal para as
amostras estudadas e a Tabela 2 mostra os valores de Carboidratos Totais e de Fibras
Alimentares Totais (FAT), Fibras Alimentares Insoltveis (FAI) e Fibras Alimentares
Solaveis (FAS).

Tabela 1 - Resultados da composi¢céo centesimal: (média *+ desvio padréo).

Amostra Umidade Cinzas Lipideos Proteinas CT VCT
Gréo soja 10,58+0,24 4,59+0,20 17,16+1,05 36,23+0,03 31,44+0,65 425,16+6,99
Okara 79,41+0,58 0,69+0,03 4,56+0,07 9,64+0,05 5,70+0,55 102,37+2,63

Farinha okara 6,59+0,26  3,03+0,08 24,09+0,87 39,55+1,17 26,74+1,46 481,99+3,45

EHS 96,24+0,24 0,21+0,01 1,38+0,05 1,84+0,14 0,33+0,12 21,11+1,21

Tabela 2 — Carboidratos Totais e Fibras Alimentares

(b.u.) Grao soja Okara in natura Farinha okara EHS
% Carboidratos totais, 31,44 5,70 26,74 0,33
dos quais:
FAI (%) 16,29 3,66 16,58 0,005
FAS (%) 0,19 0,04 0,17 0,002
FAT (%) 16,48 3,70 16,75 0,009

* Fibras Alimentares Totais (FAT), Fibras Alimentares Insollveis (FAI) e Fibras Alimentares Soluveis

(FAS).
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Os resultados da determinacdo de umidade dos gréos de soja encontrados no
presente estudo (10,58%), apresentados na Tabela 1, estdo de acordo com a Instru-
¢do Normativa 11/2007, na qual a porcentagem méaxima de umidade é de 14%. Para-
metros de temperatura, tempo de armazenamento, teor de 4gua e porcentagem de
graos quebrados séo fatores que podem acelerar ou retardar o processo de deterio-
racao do produto e interferir no valor do mesmo (DE ALENCAR et al., 2009). O valor
encontrado para atividade de agua nos graos foi de 0,68, sendo que 0,65 é conside-
rado como valor minimo para a multiplicacdo de bolores xerofilicos. Valores de ativi-
dade de &gua préximos a 0,68 sdo propicios a multiplicacdo de fungos deteriorantes.
Franco e Landgraf (2003) descrevem os valores de Aa para alguns alimentos, como
o arroz (de 0,80 a 0,87), frutas secas (de 0,51 a 0,89) e cereais (de 0,10 a 0,20).

A umidade é o fator de maior importancia na prevencao da deterioracdo do grao
no periodo de armazenamento (SMANIOTTO et al., 2014). Dessa forma, o armaze-
namento seguro proporciona condi¢des desfavoraveis ao desenvolvimento de insetos,
roedores e microrganismos, sendo dependente da relagéo quantitativa entre a taxa de
deterioracdo, qualidade e condi¢cdes de armazenagem do grdo, o que poderia causatr,
entre outros prejuizos, alteracdo das propriedades funcionais da soja (DE ALENCAR
et al., 2009).

Goncalves et al., 2014, ao estudarem a composicao quimica de duas cultivares
de graos de soja, BRS 284 e BMX Poténcia RR, encontraram valores de umidade de
7,99 e 7,59%, respectivamente. Valores de umidade entre 9 e 11% sao considerados
ideais para a conservacao dos grios (BENASSI; BENASSI; PRUDENCIO, 2011). Em-
bora o parametro de teor de umidade ndo seja utilizado na classificacdo dos gréos, o
monitoramento desse parametro reveste-se de fundamental importancia no recebi-
mento de matérias-primas destinadas a producéo de EHS pelos motivos supracitados.

Os resultados das analises fisico-quimicas estao representados a seguir na Tabela 3:
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Tabela 3 — Resultados de Analises Fisico-Quimicas (médiatdesvio padrao)

Amostra pH Acidez Atividade de agua
Graos de soja 6,70+ 0,02 0,65+0,00 0,68 + 0,01
Okarainnatura  7,33+0,01 0,05+ 0,00 1,00 £ 0,01
Farinha de okara 7,04 +0,02 0,28 £0,03 0,45 + 0,02
EHS 6,93+0,01 0,58+0,03 0,99 +0,01

Os elevados valores de umidade (79,41%) e de atividade de agua (1,00) en-
contrados no okara in natura podem favorecer a possibilidade de deterioragéo rapida,
pois a preservacao do alimento depende da quantidade de agua presente no mesmo,
podendo encontrar-se livre ou ligada. A agua livre ou absorvida é a forma predomi-
nante; a agua néo se encontra ligada a nenhuma estrutura molecular dentro da célula,
mas esta presente nos espacos intergranulares e nos poros do alimento, sendo ex-
pressa pela atividade de agua (CELESTINO, 2010). Pauletto e Fogaca (2012), ao es-
tudarem a composicéo centesimal de tofu e de okara, encontraram teor de umidade
de 84,2% no okara, mais elevado que o valor obtido neste estudo. A diferenca pode

ser atribuida ao processo de extracao e as diferencas entre as cultivares.

Por definicdo, farinha é o produto obtido pela moagem da parte comestivel de
vegetais, podendo sofrer previamente processos tecnolégicos adequados (ANVISA,
1978). De acordo com essa legislacao, farinha parcialmente desengordurada de soja
e farinha desengordurada de soja podem ter valores de umidade até 14 e 8%, respec-
tivamente. Considerando a similaridade do produto, os resultados obtidos estdo em
conformidade (6,59%), sugerindo uma boa estabilidade para a farinha assim como
sugerem os resultados de acidez (0,28%) e atividade de agua (0,45). Valores elevados
de acidez poderiam comprometer a qualidade da farinha pois podem indicar deterio-
racdo por hidrélise, fermentacéo ou oxidagdo. Ja a atividade de agua esta abaixo do
valor considerado como limitante para a multiplicacdo de microrganismos (FRANCO;
LANDGRAF, 2003). Na obtencé&o de produtos como a farinha, o efeito da diminuicéo
da atividade de agua a um valor inferior ao considerado 6timo para um determinado

microrganismo, reflete no aumento da fase lag do crescimento microbiano (laténcia) e
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na diminuicdo da velocidade de multiplicacdo e do tamanho da populacdo microbiana
final (FRANCO; LANDGRAF, 2003). Os valores elevados de carboidratos para a fari-
nha devem-se ao teor de acUcares, digeriveis e ndo digeriveis, além do teor de fibras

alimentares.

Os valores obtidos nas analises de umidade para o EHS (96,24%) encontram-
se acima dos dados disponiveis na literatura, sendo que para os parametros cinzas
(0,21%), carboidratos (0,33%) e lipideos(1,38%) encontram-se de acordo. J& o valor
de proteinas encontrado (1,84%) foi inferior & recomendacéo de teor minimo de 3%,
conforme consta na RDC 268, de 22 de setembro de 2005, que aprova o regulamento
técnico para produtos proteicos de origem vegetal. Ciabotti (2004) analisou o teor de
umidade em extratos obtidos a partir de soja convencional, soja convencional bran-
gueada e soja livre de lipoxigenase e encontrou valores de 93,70%, 95,18% e 93,79%,
respectivamente. A umidade elevada € decorrente do fator de diluicdo empregado no
processo de extracdo na UniverSoja, o que pode interferir no valor de proteinas no
extrato. Para os teores de fibras, os valores encontrados s&o baixos, como esperado.
Isso pode ser explicado pelo processo de extracdo na UniverSoja, devido ao moinho
de 16 facas e ao processo de filtracdo adicional, que utiliza uma tela de tecido, aco-
plada ao cesto perfurado da centrifuga. Com isso, o extrato obtido possui maior teor
de agua e uma possivel reducdo no teor de fibras. Para o parametro teor de cinzas,
Ciabotti (2004) encontrou teores de 0,18 a 0,36%. O valor encontrado de teor de lipi-
deos encontra-se muito proximo de outros dados encontrados na literatura. Mercaldi
(2006) relata o valor de 1,4% em seu estudo para esse parametro. Ja Ciabotti (2004)

encontrou valores de carboidratos entre 0,05 e 0,87% nas amostras estudadas.

O valor elevado de Aa do extrato, assim como o do okara, favorecem a possi-
bilidade de deterioracdo, embora os resultados microbiologicos apresentem-se satis-
fatérios. A importancia da atividade de agua esta na sua relacdo com a conservacao
dos alimentos, sendo que esses valores demostram quais as chances do alimento se

deteriorar.

O indice de acidez titulavel é toleravel até 0,70% para graos de soja e o resul-
tado obtido encontra-se dentro dos padrdes. A determinagéo da acidez € um indice
que pode indicar deterioracdo dos gréos e, nesse processo, ocorre a formagao de

acidos graxos livres, especialmente acido linoleico. Operacdes inadequadas na
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colheita e no beneficiamento iniciam o processo degradativo. As Boas Praticas na pré-
colheita, colheita, armazenamento e transporte sdo importantes para evitar a deterio-
racao dos gréaos (OLIVEIRA et al., 2018).

Em todas as amostras estudadas, os valores encontrados para indice de acidez
e pH encontram-se de acordo com outros dados da literatura e se correlacionam ne-

gativamente como era esperado (r= - 0,96), conforme demonstrado na Figura 17.

Figura 17 - Relacao entre pH e acidez
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Os valores encontrados de pH, préximos a neutralidade, sugerem que valores
entre 6,5 e 7,5 sdo os mais favoraveis para a multiplicacdo da maioria dos microrga-
nismos, tanto de espécies patogénicas, quanto de deteriorantes (FRANCO;
LANDGRAF, 2003), mas nao interferiram nos resultados da as analises microbiolégi-

cas, que se encontram nos padrdes para alimentos a base de soja.

Os resultados de cinzas em grdos de soja encontram-se de acordo com dados
encontrados na literatura. Gongalves et al., 2014 estudaram duas cultivares de soja e
encontraram valores de 4,43 e 4,23% de cinzas em base umida. Estudos apontam
gue a composicao centesimal de oito diferentes cultivares de graos de soja apresen-
taram resultados para a determinacéo de cinzas que variaram de 4,45 a 6,60% e os
resultados nos graos estudados encontram-se concordantes com essa faixa de valo-
res. A importancia de determinagdes de cinzas relaciona-se a determinacdo da com-
posicdo centesimal e do valor caldrico total, além de fornecer informacgdes sobre a

guantidade de minerais e de matéria organica total (ALVES et al., 2011).
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Os valores de residuo mineral fixo (cinzas) do okara in natura estéo relaciona-
dos com quantidades de calcio, ferro, magnésio, fosforo, soédio, potassio e zinco en-
contrados na soja (CARRAO-PANIZZI; MANDARINO, 1998), assim como ocorre com
a farinha e encontram-se de acordo com dados da literatura. Pauletto e Fogaca (2012)

encontraram teores de 0,8% de cinzas em amostras de okara.

Os valores encontrados de lipideos para grdos de soja encontram-se pouco
abaixo (17,16%) dos valores apontados em outros estudos e as diferengas podem
estar relacionada ao cultivar estudado. Benassi et al., 2011, encontrou 20,17% (b.u.)
de teor de lipideos na cultivar BRS 155. Ja os teores de proteinas (36,23%) estdo um
pouco acima de acordo com outros estudos. Segundo Gongalves et al., 2014, ao es-
tudarem gréos de soja, encontraram teores de proteinas de 30,58% e 32,10% em

base imida em duas variedades.

O valor encontrado de carboidratos nos grdos deve-se a presenca, além da
sacarose, de acgucares nao digeriveis, a rafinose e a estaquinose (CALLEGARI, 2003),

além de fibras, em que predomina a fracédo insoluvel.

Os efeitos positivos da fibra alimentar relacionam-se, em parte, ao fato de que
uma parcela da fermentacao de seus componentes ocorre no intestino grosso, produ-
zindo impacto sobre a velocidade do transito intestinal, sobre o pH do célon e sobre a
producao de importantes subprodutos com funcéo fisioldgica. Individuos com elevado
consumo de fibras parecem apresentar menor risco para o desenvolvimento de do-
enca coronariana, hipertenséo, obesidade, diabetes e cancer de colon. O aumento na
ingestao de fibras reduz os niveis séricos de colesterol, melhora a glicemia em paci-
entes com diabetes, reduz o peso corporal e foi associado com menores niveis séricos
de proteina C reativa ultrassensivel. O maior consumo de fibras e a ingestao de mais
fibras do que a atualmente recomendada (14 g/1.000 kcal) poderao trazer maior be-
neficio a saude, incluindo a reducdo de processos inflamatorios de baixo grau. Ber-
naud (2013), em seu estudo, encontrou, em todas as amostras testadas, predominio

de fibras insoltveis como a celulose, hemicelulose, lignina e algumas pectina.

Os valores de lipideos, tanto para o okara in natura (4,56%) quanto para a fari-
nha de okara (24,09%), estdo acima dos valores encontrados em outras pesquisas,
demonstrando que a maior parte dos lipideos dos gréos encontram-se no okara e,

consequentemente, na farinha fabricada a partir dele, o que também é explicado por
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se tratar de produto ndo desengordurado. Larosa et al.(2006) aponta 3,36% de teor
de lipideos em farinha de okara enquanto outro estudo sugere teor de 0,8% de lipideos
em okara in natura (PAULETTO; FOGACA, 2012). Os resultados obtidos para o para-
metro teor de proteinas do okara (9,64%) est4 acima de outros dados da literatura,
Pauletto e Fogaca encontraram teor de 6,3% em um estudo de tofu e okara. Para a
farinha (24,09%), Larosa et al. (2006) encontraram valores superiores no teor de pro-
teinas (38,27%) na elaboracdo de um biscoito doce a base de farinha de okara. O
teor de carboidratos no okara in natura (5,70%) encontra-se proximo ao valor descrito
por Pauletto e Fogaca (2012), assim como o teor de fibras (3,50%) descrito no trabalho

citado e 3,70% na amostra objeto desta pesquisa.

O resultado obtido para o EHS para atividade de 4gua (0,99) encontra-se no
limite maximo para o crescimento microbiano, que € ligeiramente menor que 1,00. Em
geral, as bactérias requerem atividade de dgua mais alta que os fungos e as bactérias
deteriorantes ndo se multiplicam em atividade de agua inferior a 0,91 (Tabela 3). Em-
bora a condicéo pareca ideal para a multiplicagdo de microrganismos, existem outros
fatores interdependentes como a temperatura e a disponibilidade de nutrientes que
interferem nesse crescimento. Os valores encontrados de pH (6,93) e de acidez
(0,57%), préximos a neutralidade, favorecem a multiplicacdo da maioria dos micror-
ganismos, tanto de espécies patogénicas, quanto de deteriorantes (FRANCO;
LANDGRAF, 2003).

5.2. Avaliacdo Microbioldgica

Nas amostras analisadas foram pesquisados coliformes termotolerantes a
45°C, Bacillus cereus e Salmonella spp. Os resultados obtidos estdo de acordo com
os padrbes estabelecidos na RDC 12 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), de 02 de janeiro de 2001, para produtos a base de soja, farinhas e simila-
res, que estabelece limite maximo de 10 NMP/mL para Coliformes a 45°C,
5x102UFC/mL para Bacillus cereus e auséncia em 25 gramas de amostra para Sal-
monella spp. Boas Praticas de Fabricacédo e procedimentos operacionais padroniza-
dos sao fundamentais para a manutencao desses resultados. A Tabela 4 apresenta

os resultados da avaliagdo microbioldgica da soja e seus derivados.
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Tabela 4 - Avaliagdo microbiolégica das amostras estudadas

Amostra Coliformes a 45°C  Bacillus cereus Salmonella (em 25,09)
Graos de soja <3 NMP/mL <1 UFC/mL Auséncia
Okara in natura <3 NMP/mL <1 UFC/mL Auséncia
Farinha de okara <3 NMP/mL <1 UFC/mL Auséncia
EHS <3 NMP/mL <1 UFC/mL Auséncia

5.3. Espectroscopia no Infravermelho (FTIR)

Na Figura 18 estdo representados os espectros de infravermelho para o gréo
de soja, extrato hidrossolluvel de soja, okara in natura e farinha de okara. Os espectros
apresentaram as seguintes bandas de absorcéo: 3280 cm™ O-H e N-H; 2960 cm™
CHs; 2925 cm™ CHz; 1640 cm™ Amida | (proteina C=0) pode ser confundido com uma
das bandas de absorcdo da agua; 1540 cm™* Amida Il (proteina N-H e C-N); 1450 cm-
1 CH2; 1395 cm CHgs; e 1237 cm™ C-N. Além destas, as seguintes bandas também
estdo presentes: 2850 cm™ C-H alifatico; 1745 cm™ C=0 de ésteres, 1150 cm™ C-O
de éster alifatico ou alcool terciario; e 1050 cm C-O de éalcool primario. Os espectros
de infravermelho mostram que o processamento do grao de soja, para a producao do
extrato hidrossollvel de soja e a farinha de soja, ndo altera as bandas de absor¢édo no
infravermelho. A diferenca na intensidade das bandas de absorcédo nas regides de
3200-3600; 1600-1700; e de 400-800 cm™ deve-se pela presenca de umidade nas
amostras. As bandas observadas estdo de acordo com os resultados apresentados
por Chen et al. (2013).

N&o houve variacdo dos grupos funcionais das amostras em estudo, indicando

gue houve preservacao das bandas caracteristicas.
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Figura 18 - Espectros de infravermelho da soja e seus derivados
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5.4. Atividade Antioxidante (AA) por espectrofotometria — UV-Vis

Um composto antioxidante € capaz de proteger um sistema biolégico contra
efeitos danosos de processos ou reagfes que podem causar oxidacado excessiva
(KRINSKY, 1994) protegendo o organismo de danos ocasionados pelos radicais livres
(OLIVEIRA, 2015). A atividade antioxidante pode ser determinada pela capacidade
doadora de H* para o radical estadvel DPPH, que apresenta maxima absorbancia a
517nm (BOLANHO, 2010).

Para a analise da atividade antioxidante foi utilizada uma solucédo de concen-
tracdo 0,04 mg.mL* de DPPH e o ensaio foi conduzido nas seguintes condi¢cées: 3,9
mL de DPPH na concentracéo de 0,04 mg.mL'e 500 uL de extrato metandlico de
cada amostra, com trés repeti¢cdes e o padrao utilizado foi o acido ascérbico. A Figura
19 apresenta os resultados nessas condi¢des, na qual o pico formado (DPPH) sofre

decréscimos gradativos em 517 nm, demonstrando o aniquilamento do sinal.
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Figura 19 - Experimento para a aniquilacdo do DPPH com as amostras de soja e seus

derivados.
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A Tabela 5 apresenta os resultados da intensidade de absorbancia com as res-
pectivas porcentagens de sequestro do radical livre, que indicam a atividade antioxi-
dante.

Tabela 5 — Intensidade de absorbéancia e Atividade Antioxidante (%) das amostras de

soja e derivados

Amostra Intensidade (absorbancia) %Atividade antioxidante Massa

Controle DPPH 1,10 100 -—-
Graos de soja 0,29 73,6 44,71 mg
Okara in natura 0,98 10,9 10,30 mg
Farinha de okara 0,73 33,6 46,71 mg

EHS 0,54 50,9 50,00 mg




Absorbancia (u.a.)
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Foi observado que a amostra de gréo de soja e do EHS aniquilaram mais de

50% do sinal do DPPH, como acima demonstrado.

Para relacionar a atividade antioxidante de um determinado extrato, usualmente

€ realizada a equivaléncia com a quantidade de &cido ascorbico. A Figura 20 (a) de-

monstra 0 comportamento do acido no aniquilamento do sinal gerado e curva de cali-

bracédo do acido ascorbico.

Figura 20 - Atividade antioxidante do acido ascorbico: diminuicdo do espectro de ab-

sorcao (a) e curva de calibracao (b).
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A Tabela 6 apresenta os resultados da intensidade de absorbancia com as por-

centagens de atividade antioxidante do acido ascorbico.
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Tabela 6 - Intensidade de absorbancia e Atividade Antioxidante (%) do acido ascor-

bico.

Massa ac.ascorbico 0,1ml Intensidade(abs) %Atividade antioxidante

DPPH controle 1,287 controle
1,2pg 1,281 0,47
2,5ug 1,271 1,24
5,0pg 1,205 6,37
10pg 1,070 16,86
20ug 0,728 43,43
30ug 0,432 66,43
40pg 0,316 75,45

Relacionando os dados da Figura 19 com a Figura 20 é possivel encontrar a
equivaléncia de AA entre as amostras e 0 acido ascorbico (vitamina C), que € comu-
mente utilizado como padrdo para capacidade antioxidante. Observa-se que 38,9ug
de vitamina C aniquilou 73% do DPPH, enquanto para mesma proporcdo de aniqui-
lacéo foi necessério 44,71mg de grao de soja. J& para aniquilar 73% do DPPH foram

necessarios 71,5mg de extrato hidrossoluvel de soja (EHS).

Para calcular o ECso, que corresponde as concentracdes dos extratos de graos
de soja e EHS necessarias para se atingir 50% da atividade sequestrante de radicais
DPPH, utilizou-se a equacdo da reta obtida através da relacédo entre massa e atividade
antioxidante do extrato do gréo de soja e do EHS (y= Ax + B), sendo y= 50. Para este
estudo, empregou-se o valor em massa ao invés de concentracao, assim, o ECso para
EHS foi de 49,12mg e para o grao de soja foi 30,62mg. Usualmente, o ECso € relaci-

onado entre a concentracao e atividade antioxidante.

Barbosa et al. (2006) avaliaram a capacidade antioxidante da soja e produtos
derivados, observando que a capacidade antioxidante desses produtos esta associ-
ada ndo apenas aos teores de compostos fendlicos totais, mas também a estrutura
das agliconas e aos diferentes tipos de conjugagcao presentes. Ruiz-Larrea et al.
(1997) reportaram que a capacidade antioxidante das isoflavonas segue a ordem ge-

nisteina > daidzeina > genistina > daidzina, ou seja, esta associada ao numero de
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hidroxilas livres do anel A. Assim, de acordo com a literatura, a atividade antioxidante
dos derivados de soja resultaria ndo apenas dos teores de isoflavonas, mas também

do processamento empregado.

Por fim, os resultados comprovam que o grdo de soja e o0 EHS apresentam
atividade antioxidante, sendo importante fonte de compostos bioativos com esse tipo
de atividade. Entre as amostras testadas, foram os mais potentes em atividade antio-
xidante. Os resultados mostraram que a AA do EHS é 1,6 vezes menor que do gréo
de soja, de tal forma que os derivados da soja ainda mantém propriedades interes-
santes que, além de agregar valor nutricional, podem ainda manter algum composto
de interesse biologico. J& o okara in natura e a farinha de okara foram os menos po-
tentes em atividade oxidante.

Estes valores encontrados podem ser correlacionados com os resultados obti-
dos pela técnica do EPR que foram 6,58ug e 2,4ug para o grao e para o extrato,
respectivamente. Além disso, os resultados obtidos em compostos fendlicos também
apresentaram maior atividade nos grdos de soja (580 mgEAG/g) e no EHS
(4,43mgEAG/Q).

5.5. Atividade Antioxidante (AA) pela técnica de EPR

A ressonancia paramagnética eletrénica (EPR) é uma técnica que tem sido
pouco empregada no estudo da capacidade antioxidante das plantas da flora brasi-
leira, mesmo sendo uma técnica seletiva para a deteccao de radicais livres (dos SAN-
TOS et al., 2009). Além disso, este tipo de espectroscopia pode fazer andlises de
cinética e de estequiometria das reacdes. Herculano (2005) relata ainda que este mé-
todo ndo destréi a amostra, além de ndo ser necessario o contato direto, entretanto,

limita-se a espécies paramagnéticas.

A Figura 21a apresenta o espectro de EPR da solucéo do radical livre DPPH
(branco) e da mesma solucdo de DPPH apds a incorporagédo do gréo de soja. E pos-
sivel observar as trés linhas caracteristicas do espectro de DPPH, mas quando o gréo
de soja é incorporado ha um decréscimo do sinal equivalente a 82,2%. Na Figura 21b,
observa-se que o EHS, que é um dos subprodutos do gréo, apresenta uma influéncia

menor na atividade antioxidante do DPPH, com uma diminuicdo equivalente a 66,8%.
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Figura 21 - Intensidade pico a pico do espectro de EPR: a-) DPPH e gréao de soja,
b-) DPPH e Extrato Hidrossoluvel de Soja (EHS).
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Fonte: Autoria propria.

J& para os subprodutos okara in natura e farinha de okara, observa-se que a
capacidade antioxidante é muito pequena. A Figura 22 mostra que o sinal de EPR do
DPPH (branco) apresenta uma diminui¢cdo equivalente a 9,95% quando incorporada
com a farinha de okara (Figura 22a), enquanto a reducéo para o okara in natura foi
calculada em 8,02% (Figura 22b). A diferenca pode estar relacionada a temperatura
no processamento ja que o okara ndo passa por resfriamento na saida da Unidade
Béasica de Extracdo, assim como também ao tempo de exposi¢cao prolongado no tra-
tamento térmico na obtencédo da farinha de okara.

3600
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Figura 22 - Intensidade pico a pico do espectro de EPR: a) DPPH e Farinha de okara,

b) DPPH e okara in natura.
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Fonte: Autoria propria.

A quantificacdo da atividade antioxidante de compostos bioativos é dificil de ser
comparada, pois cada autor pode utilizar diferentes diluicbes das suas amostras. As-
sim, a capacidade antioxidante de diferentes amostras € usualmente expressa em
funcdo de um padrdo (BARROS et al., 2018). Além disso, a partir desta relacdo é
possivel calcular o EC 50 que € a concentracdo que induz metade do efeito maximo.
Quanto maior o consumo de DPPH por uma amostra, maior sera sua atividade se-
qguestradora (LIMA NETO et al., 2015). Para este trabalho, utilizou-se o &cido ascor-
bico como padréao, variando entre as concentra¢des 0,27 — 6,81 mg/mL (Figura 23) e

obtendo a equacéo 4:

Y = 4,42 x 102 — 5,79 x 1011 Equacéo 4

Para a obtencéo desta curva de calibracéo, o etanol foi utilizado como controle
negativo (branco). A Figura 23 mostra uma func¢ao linear decrescente, apresentando

um perfil compativel ao encontrado na literatura (BARROS et al, 2018).

3600
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Figura 23 - Diminuicédo do sinal de EPR com o aumento da concentracéo de acido

ascorbico.
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A Tabela 7 apresenta a equivaléncia entre as amostras de soja e derivados em
funcéo de pg de acido ascorbico e o EC 50 com respectivos desvios padréo. Os re-
sultados mostraram que a atividade sequestradora do grdo de soja (6,58ug) e do
extrato hidrossoluvel (2,39ug) foram os mais potentes, sugerindo a presenca de com-
postos que contribuem particularmente e mais efetivamente para a agéo sequestra-

dora de radicais livres.
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Tabela 7 - Atividade sequestradora do radical DPPH das amostras em equivalente

(ug) de acido ascorbico por mg de amostra — técnica de EPR

Amostras Massas (mg) Equivalente pg de Acido Ascorbico  Desvio Padrdo EC 50
Gréos 4,47 6,58 0,28 3,07
Okara in Natura 1,03 0,00 0,45 -79,69
Farinha de Okara 4,67 0,97 1,11 67,53
Extrato hidrossoluvel 5,00 2,39 0,20 4,71
EC 50 Desvio Padré&o
EC 50 &cido ascorbico 3.51 0.17

Popovi¢ et al., 2013 avaliaram a atividade antioxidante de uma espécie de soja
utilizada na Sérvia apds a irradiacao de doses de 1, 2, 4 e 10KGy de radiacdo gama.
Para isso, foi empregada a técnica de ressonancia paramagnética eletrénica (EPR) e
alguns radicais livres, como o DPPH. Os autores observaram que a dose de radiacao
gama até 10Kgy melhorou o aniquilamento do sinal, induzindo assim a atividade anti-

oxidante.

Kameya e Todoriki (2016) observaram a melhora da capacidade antioxidante
de soja apds serem irradiadas por radiacdo gama. Liu et al., 2018 combinaram a cro-
matografia gasosa/espectrometria de massas e a técnica de EPR para avaliar a esta-

bilidade oxidativa do 6leo de soja durante o processo de fritura.

Sami (2017) avaliou as propriedades antioxidantes de peptideos de refeicbes
de graos de soja hidrolisados utilizando a técnica de EPR. O autor observou que este
hidrolisado pode servir como uma boa fonte antioxidante como ingredientes nutracéu-

ticos e farmacéuticos.

Na literatura ndo ha muitos trabalhos empregando a técnica de ressonancia
paramagnética eletronica (EPR) para avaliar a atividade antioxidante da soja e deri-
vados, entretanto ha varios achados empregando esta técnica para outros extratos
vegetais. Barros et al. (2018) avaliaram a atividade antioxidante do extrato de Serjania

marginata pela técnica de ressonancia paramagnética eletronica (EPR), observando
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gue a capacidade oxidante do radical livre (DPPH) diminuia com o aumento da con-

centracao.

Santos (2009), avaliou a capacidade antioxidante de 10 extratos vegetais, a
saber: Swartzia langsdorffii, Machaerium villosum, Pterogyne nitens, Maytenus ilicifo-
lia (casca de raiz), Pera glabrata, Aegiphyla sellowiana, Copaifera langsdorffii, Chryso-
phyllum inornatum, Iryanthera juruensis (folhas e sementes), Didymopanax vinosum
utilizando a ressonancia paramagneética eletrénica (EPR), onde foram utilizados dois
meétodos: o primeiro método mede a atividade antioxidante por meio do controle da
guantidade de radicais livres, TEMPOL (4-hidroxi-2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxilo)
e DPPH, em contato com o extrato vegetal, e 0 segundo método que utilizou o spin
trap DMPO. O autor observou que o extrato de Iryanthera juruensis, tanto de folhas
guanto de sementes, demonstrou a maior atividade antioxidante nos métodos empre-

gados.

Tzika et al. (2008) avaliaram a capacidade antioxidante de alguns sucos de
frutas e vegetais comerciais utilizando a técnica EPR e o radical livre TEMPOL. Como
esperado, a intensidade do espectro do TEMPOL decresceu com a adi¢cdo do suco,

mostrando uma efeito dose-dependente.

Kaneyuki et al. (1999) analisou o aniquilamento do radical livre (dimetil-1-pirro-
lina-N-6xido (DMPO) por 16 extratos vegetais empregando a técnica de EPR. Em base
seca, 0s extratos de berinjela e de pimentdes verde, vermelho e amarelo mostraram
uma potente atividade antioxidante. Os autores observaram que com o tratamento

térmico, estes extratos tiveram uma diminuicdo da capacidade antioxidativa.

A Figura 24 apresenta um comparativo da atividade antioxidante através das
técnicas UV-Vis e EPR, onde observa-se um perfil de similaridade entre as amostras

e 0s resultados obtidos.
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Figura 24 - Atividade Antioxidante — perfil comparativo entre as técnicas
UV-vis e EPR.
UV-Vis - %SRL EPR - Eq. ug &c.asc.

80 : . 7 :

0 | BT | | | | ‘ " @

60 5

50 4

4 3

% Sequestro
(41}
=

<)
=

Equivalente dc.ascérbico

EHS; 239 13
i~ farinha; 0,97 pr=—— 1

Amostras Amostras

=
(=]

=
—

Fonte: Autoria propria.

As duas metodologias foram selecionadas com o objetivo de fornecer dados
comparativos para a avaliacdo da atividade antioxidante da soja e seus subprodutos,
sendo que ambas empregam o mesmo radical oxidante e 0 mesmo padrdo. Enquanto
na técnica por espectrofotometro UV-Vis observa-se o aniquilamento do sinal gerado
pelo sequestro do radical livre, na técnica por EPR detecta-se os elétrons desempa-

relhados (espécies paramagnéticas) pela aplicacdo de um campo magnético.

Os valores encontrados na técnica por espectrofotometria podem ser correlaci-
onados com os resultados obtidos pela técnica do EPR que foram 6,58 ug e 2,39 ug

para o grdo e para o extrato, respectivamente.

Na Figura 25 estd demonstrado o grau de relacionamento entre as variaveis
Equivalente em g de acido ascorbico por mg de amostra (EPR) x % de sequestro do
radical livre (UV-Vis), sendo R= 0,9458, indicando uma correlacdo positiva forte entre

as variaveis.
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Figura 25 - Atividade Antioxidante: Equivalente em acido ascorbico X % Sequestro

do radical livre
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Fonte: Autoria propria.
5.6. Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos séo os principais responsaveis pela atividade antioxi-
dante em vegetais, constituindo uma grande classe de fitoquimicos (SOUSA; VIEIRA,;
LIMA, 2011). O teor de compostos fendlicos pode ser obtido por meio do emprego do
reagente de Folin-Ciocalteau em método colorimétrico, baseado na reducao dos aci-
dos fosfomolibdico e fosfotlingstico em meio alcalino, através de medida espectrofo-
tométrica (SINGLETON; ROSSI, 1965; NUUTILA et al., 2003).

A andlise fitoquimica (teor de fendis e capacidade antioxidante) de extratos ve-
getais € importante para saber se 0os metabdlitos secundarios presentes nos materiais
possuem interesse nutracéutico ou farmacolégico. Os compostos fendlicos de plantas
engquadram-se em diversas categorias como fendis simples, flavondides, acidos fené-
licos (derivados de acidos benzdico e cinamico), taninos condensados etc. (MA-
LENCIC; POPOVIC; MILADINOVIC, 2007; DELARCO et al., 2016). A Tabela 8 apre-
senta a atividade antioxidante do acido ascorbico na elaboracéo da curva-padréao e a
Tabela 9 apresenta os resultados obtidos na determinacéo dos fendis totais pelo meé-
todo Folin-Ciocalteau, expressos como equivalentes de acido galico por g de amostra
de soja e seus subprodutos. A quantidade de fendlicos totais foi calculada por regres-
sao linear com base na curva padrao de acido galico P.A. relacionando as concentra-
¢Oes do padréo (10 e 150 pg/mL) com as absorbancias (LIMA NETO et al., 2015). O
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coeficiente de determinacdo da curva analitica (y = 0,04211 + 0,007x) foi de R?
=0,995 (Figura 26).

Tabela 8 - Atividade antioxidante do acido ascorbico.

o o Intensidade (absorban-  Atividade antioxidante
Massa de acido ascorbico

cia) (AA)
DPPH (controle) 1,287 controle
1,2ug 1,281 0,47%
2,519 1,271 1,24%
5 ug 1,205 6,37%
10 pg 1,07 16,86%
20 ug 0,728 43,43%
30 pg 0,432 66,43%
40 ug 0,316 75,45%

Tabela 9 - Valores de absorbancia e Equivalentes em mg de acido galico por grama
das amostras na determinacao de fendlicos totais:

Amostra: Absorbancia: média + dp Equiv. em mg &cido galico/g (b.s.) massas:

Graos de soja 0,77 £ 0,15 5,80 mg/g 0,0179 g
Okara in natura 0,13+0,01 2,98 mg/g 0,0041 g
Farinha de okara 0,32 £ 0,02 2,10 mg/g 0,0187 g
EHS 0,66 + 0,05 4,43 mgl/g 0,0200 g

dp: desvio padrao
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Figura 26 - Curva de calibracdo do padrao acido galico.
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Nota-se que, na Tabela 9, o gréo de soja e 0 EHS demonstraram maiores teo-
res de compostos fendlicos. Isso ocorre pois sdo as amostras que nao tiveram ou

tiveram pouco tratamento no processo de producao.

Todas as amostras analisadas apresentaram altos teores de compostos fené-
licos, quando comparados ao suco da tangerina murcote (DUTRA et al., 2012) e a
goiaba fresca e congelada (HAIDA et al., 2015). Além disso, os resultados obtidos
foram superiores ao encontrados por Barbosa et al. (2006) que avaliaram os teores
de fendis da soja e seus derivados: 200mg/100 g (b.s.) para gréos de soja e para
farinha desengordurada de soja.

Dutra et al. (2012) observaram que a alta temperatura (100°C) no processo
simulado influenciou na reducdo da concentracdo de acido ascorbico em tangerina
murcote. Ja Firmo et al. (2015) relatam que estes resultados se devem a afinidade

destas substancias por solventes polares, melhorando assim sua extragao.

Barbosa et al. (2006) mostraram que o teor de fendis totais das amostras de
soja e derivados varia de 101 a 413 mg equivalentes de catequina/100 g (base seca),
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sendo que o grao de soja apresentou o maior valor de teor de fendlicos totais contendo
200 mg/100 g (base seca). Delarco et al. (2016) observaram que o envelhecimento
natural da soja por 18 meses dos cultivares de soja (BRS 257 e BRS 284) nao afetou
o conteudo de fendlicos totais e sua atividade antioxidante. Entretanto, Kamizake et
al. (2014) obtiveram aumento no contetdo de fendlicos totais em cultivares BRS 267

e Coodetec 214, também envelhecidas em condi¢cdes ambientais semelhantes.

Malencic et al. (2007) avaliaram os teores de fenois de 20 cultivares de soja,
sendo que o cultivar sérvio 1511 e o cultivar chinés LN92-7369, apresentaram 0s mai-
ores teores de fendis, bem como a maior atividade antioxidante, mostrando uma rela-

céo dependente.

Seibel et al.(2018), ao estudarem a influéncia dos solventes utilizados nas ex-
tracOes de compostos fendlicos em graos de soja cultivar 232, encontraram valores
de 0,52 mgEAG/g ( miligramas de equivalente em &cido gélico por grama de amostra)
para extracdo em etanol absoluto e 3,50 mgEAG/g na extracdo em agua, valores in-
feriores aos encontrados neste estudo utilizando metanol como solvente (5,80
MgEAG/g). Bolanho (2010), estudando a cultivar BRS 267, encontrou resultados de
1,88 mgEAG/g em graos de soja, de 1,94 a 2,30 mgEAG/g em EHS em p6 e 2,42
MgEAG/g em farinha de soja desengordurada. A diferenga encontrada nos resultados
para os graos pode estar relacionada ao grau de maturidade dos gréaos, genétipo e a

condicBes edafoclimaticas.

Os valores encontrados para o okara in natura (2,98 mgEAG/g) foram muito
préximos ao encontrado por Morales et al. (2018) (2,96 mgEAG/g) em que foi avaliada
a variacao de fendlicos totais em funcdo de diferentes temperaturas empregadas na
secagem para a obtencéo de farinha.

Para a farinha de okara, Paes et al.(2017) ao analisarem a correlacéo entre
atividade antioxidante e compostos fendlicos, quantificaram os fendlicos totais em
1,19 mgEAG/qg, valores similares aos encontrados na literatura para soja e seus diver-
sos derivados, sugerindo que parte de seus compostos bioativos permanegcam no
okara ap0s processamento térmico. O valor obtido foi inferior ao encontrado neste
estudo (2,10 mgEAG/q), que por sua vez foi inferior aos valores encontrados por La-
zarin (2018) em okara seco (5,74 mgEAG/g) e em okara liofilizado (6,36 mgEAG/Q)
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em seu estudo sobre a influéncia da radiacdo (microondas) sobre os compostos fe-

nolicos da soja.

O resultado encontrado para o EHS de 4,43 mgEAG/g foi superior ao encon-
trado por Bueno et al. (2017) ao estudarem os compostos fendlicos do extrato hidros-
soltvel produzido a partir de graos de soja da cultivar BRS 257 (2,03£0,01 mgEAG/Q)
assim como os valores encontrados por Bolanho (2010), que encontrou valores de
1,94 a 2,30 mgEAG/g em trés amostras de EHS em pé. A diferenca pode estar relaci-
onada as caracteristicas de cada cultivar, que produzem seus reflexos no respectivo
extrato hidrossoluvel, além de diferencas provenientes da variacao do nivel de fertili-

dade do solo, época de semeadura e regido do plantio (EMBRAPA, 2018).

Além disso, os resultados obtidos em compostos fenolicos também apresenta-

ram maior atividade nos graos de soja (5,80 mgeEAG/g) e no EHS (4,43mgEAG/q).

Em resumo, observou-se que os valores de compostos fendlicos presentes nos
graos de soja (5,80 mgEAG/g) e no EHS (4,43mgEAG/g) acarretaram uma alta capa-
cidade antioxidante, 0 mesmo n&o acontecendo com o okara in natura e com a farinha
de okara. Considerando que o processo de producdo do EHS néo € capaz de extrair
o conteudo total de proteinas e de outras substancias da soja, constata-se que o
mesmo ocorre em relagdo aos compostos fendlicos, o que somado as condi¢des de
processamento da farinha (tratamento térmico prolongado) e do okara in natura, afe-

taram as propriedades antioxidantes dos fendélicos presentes nestes produtos.

Sugere-se que sejam incluidas como rotina no controle de qualidade da planta
piloto as analises de teor de umidade dos graos de soja no recebimento da matéria-
prima, assim como adotar como limite minimo 3% de proteinas no EHS (produto final)
e implantacé@o e implementacéo de controle de qualidade fisico-quimico e microbiol6-

gico do okara in natura que é destinado a producéo de paes pela Prefeitura Municipal.

6. CONCLUSOES

A composicao centesimal e a caracterizagao fisico-quimica do okara demons-
trou estar em conformidade com dados da literatura, apresentando sua importancia
do ponto de vista nutricional e possibilitando um melhor aproveitamento de um sub-

produto que, na atualidade, € descartado, embora a atividade antioxidante ndo tenha
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sido preservada tanto no okara in natura quanto na farinha. Além disso, a composicéo
centesimal, analises fisico-quimicas e microbiolégicas demonstram que os subprodu-

tos estdo adequados para 0 consumo.

A desidratacdo do okara in natura possibilita um aumento consideravel no
tempo de prateleira e reducédo no volume do produto, que favorece tanto o transporte
quanto o armazenamento da farinha obtida, além da possibilidade de estocagem a
temperatura ambiente, dispensando os custos com refrigeracao.

As analises de FTIR mostraram que o processamento do gréo de soja, para a
producéo do extrato hidrossoluvel de soja, okara in natura e a farinha de okara, néo

alteraram as bandas de absorg¢&o no infravermelho.

Finalmente, foi possivel observar que o EHS possui atividade antioxidante (AA)
1,6 vezes menor do que a do grao de soja empregando a técnica de espectrofotome-
tria, mostrando que os seus derivados podem ter possiveis aplicagdes biotecnolégi-
cas. Parte da atividade antioxidante dos gréos foi preservada no EHS, néo ocorrendo
0 mesmo com o okara in natura e com a farinha de okara, além disso os resultados
demonstram que a mesma atividade foi constatada pela técnica do EPR e pelos re-
sultados obtidos em fendlicos totais.
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