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1-RESUMO

O extrato hidrossolivel de soja-EHS (“leite de soja”) é considerado
uma bebida importante devido as suas caracteristicas funcionais. No entanto, a bebida sofre
restricBes sensoriais pela populagéo ocidental, devido ao sabor adstringente resultante da acao
da enzima lipoxigenase (LOX) ativada no processo de extracdo. O objetivo dessa pesquisa foi
estudar o efeito de tratamentos fisicos e antioxidantes sobre a atividade da LOX em EHS de
diferentes cultivares de soja. Para este estudo utilizou-se tratamentos fisicos (Irradiacdo e
Termico) e antioxidantes (Tocoferol e TBHQ) visando a inativagdo da LOX (fase 1). A partir
da selecdo dos melhores tratamentos desta fase, foram conduzidos novos ensaios associando-
se tratamentos fisicos ao tratamento antioxidante (fase 2). Para acompanhar os resultados da
atividade enzimatica nos graos de soja e no EHS (controle), foram realizadas as concentracdes
centesimais de umidade, proteina, lipidios, cinzas, fibra-bruta, carboidratos, minerais e valor
energético. Nos EHS produzidos na fase 1 analisou-se o teor de proteina e atividade especifica
de LOX. Nos gréos irradiados e no EHS produzido na fase 2 determinou-se a composi¢ao
quimica centesimal e a atividade especifica de LOX. A irradiacdo induziu a reducéo do teor de
proteina em graos de soja, porém 0s teores protéicos avaliados nos EHS produzidos a partir
desses ndo sofreram alteracdo, comparados ao controle. Os tratamentos da fase 1 que se
destacaram com a reducdo da atividade especifica de LOX em EHS foram o térmico (80 °C),
irradiacdo (5 kGy) e tocoferol (adicionado na quantidade maxima). Na fase 2 o tratamento
térmico (80 °C) suplementado com tocoferol inibiu 100 % a atividade especifica de LOX em



EHS. Concluiu-se que os tratamentos fisicos + tocoferol ndo alteraram os nutrientes do EHS, e

gue o tratamento térmico + tocoferol foi o Unico que inibiu totalmente a atividade especifica

de LOX.

Palavras-chave: lipoxigenase; extrato hidrossoluvel de soja; soja



STUDY OF THE ACTIVITY OF LIPOXYGENASE ON SOYMILK [Glycine max (L.)
MERR.] SUBJECTED TO DIFFERENT TREATMENTS. Botucatu, 2012. 75p. Dissertacdo
(Mestrado em Agronomia/Energia na Agricultura) — Faculdade de Ciéncias Agronémicas,
Universidade Estadual Paulista.

Author: ERICA AMANDA DE BARROS

Adviser: FERNANDO BROETTO

2-SUMMARY

The soluble extract of soybean (“soymilk™) is considered an important
beverage because of its functional characteristics. However, the beverage suffers sensory
restrictions by the western population, due to the astringent flavor resulting from the action of
the enzyme lipoxygenase (LOX) activated the extraction process. The aim of this search was
to study the effect of physical and antioxidant treatments on the activity of the LOX in
soymilk of different soybean cultivars. For this study we used physical treatments (irradiation
and thermal) and antioxidants (Tocopherol and TBHQ) aimed at inactivation of the LOX
(phase 1). From the selection of the best treatments of this phase, new tests were conducted
associating physical treatments to antioxidant treatments (phase 2). To follow the results of
enzymatic activity in soybeans and soymilk (control), centesimals chemical concentrations
were performed of moisture, protein, fat, ash, crude fiber, carbohydrates, minerals and energy
value. In soymilks produced in phase 1 analyzed the protein content and specific activity of
the LOX. In irradiated grains and soymilk produced in phase 2 it was determined the
centesimal chemical composition and specific activity of the LOX. The irradiation induced a
reduction in protein content in soybeans, but the protein levels measured in soymilks produced
from soybeans irradiated did not change compared to control. The treatments of phase 1 that

stood out to reduce the specific activity of the LOX in soymilk were thermal (80 °C),



irradiation (5 kGy) and tocopherol (added in the maximum). In phase 2 the thermal treatment
(80 °C) supplemented with tocopherol inhibited 100% specific activity of the LOX in soymilk.
It was concluded that physical treatments + tocopherol did not alter the nutrients in soymilk,
and the treatment thermal + tocopherol was the only one that completely inhibited the specific
activity of the LOX.

Keywords: lipoxygenase; soymilk; soybean



3-INTRODUCAO

A soja pertence a familia das leguminosas e se destaca por ser rica em
proteinas, lipideos, fibras, isoflavonas, sais minerais e vitaminas do complexo B, alem de ser
uma fonte de proteina saudavel. O consumo de soja contribui com a diminuicdo do colesterol e
possui fito-quimicos que auxiliam na reducdo do risco de cancer e no indice de doencas
cardiovasculares. (TRUCOM, 2005).

O setor de alimentos vem investindo de maneira crescente no
desenvolvimento de uma classe especial de produtos - os alimentos funcionais (SOYATECH,
2007), j& que atualmente os consumidores buscam por alimentos de qualidade e alto valor
nutricional. Pesquisa realizada pela Health Focus revela que 44 % da populagéo preferem aos
alimentos que acarretam vantagens a saude (NIELSEN, 2006).

A partir da soja produz-se tofu (“queijo” de soja), iogurte a base de
soja, “carne” de soja (proteina texturizada de soja — PTS), missO (pasta de soja), shoyu (molho
de soja), concentrados e isolados proteicos, 6leo refinado, farelo, farinha e leite de soja
(extrato hidrossoltvel de soja-EHS). Esses alimentos ja faziam parte da dieta japonesa e de
outros paises orientais e também foram sendo introduzidos em paises ocidentais nos Gltimos
anos a partir do crescimento da producdo e consumo (SOUZA, VALLE, MORENO, 2000;
GERREIRO, 2006).

Dentre os varios produtos a base de soja, um dos que mais se destaca é

0 EHS, em funcdo da ampla variedade ofertada, como por exemplo, a combinagdo com sucos



de frutas que vém sendo comercializados com sucesso no mercado nacional desde o final da
década de 90. Estes produtos possuem sabor agradavel e que pouco lembra o sabor
caracteristico da soja. A presenga e expansdo da linha destes produtos nos altimos anos
indicam que os consumidores foram receptivos e 0s incorporaram a seus habitos alimentares
(BEHRENS, 2002). Entretanto, apesar dessa expansdo do consumo, esse mercado representa
apenas 1% das bebidas consumidas no Brasil (TRADECQOS, 2007).

O EHS ¢é uma bebida de baixo custo e de fécil obtencdo, representa
uma importante alternativa para a alimentacdo das populagdes desnutridas (GUERREIRO,
2006), pois contém macronutrientes (proteina, carboidrato e gordura) capazes de fornecer
energia, acionando o trabalho biolégico em nosso organismo (BRASIL, 2007).

No Ocidente, o baixo consumo da soja e de seus derivados esta
relacionado ao sabor, ao odor e aos hébitos alimentares. O sabor descrito como amargo e
adstringente (sabor beany flavor ou de feijdo cru), resultante da acdo da lipoxigenase, é 0
principal fator limitante do consumo da soja. Todavia, a acdo dessa enzima pode ser evitada
com um tratamento térmico préximo de 100°C por 5 a 10 minutos (MORAIS, SILVA, 1996;
MAIA, ROSSI, CARVALHO, 2006).

Além da temperatura outros tratamentos podem eliminar o sabor e 0
odor caracteristicos do leite de soja, tais como remocao completa da casca do grdo, maceracao
dos graos com alcalis, trituracdo dos grdos com &cidos e adigdo de flavorizantes (MORAIS;
SILVA, 1996), adicdo de antioxidantes (que evita a oxidacdo lipidica, causada pela enzima
lipoxigenase) (SILVA; BORGES; FERREIRA, 1999; HALLIWELL et al., 1995).

Como alternativa, a técnica da irradiacdo dos grdos de soja é utilizada
para estender a vida Util e evitar problemas fitossanitarios em produtos consumidos in natura
ou processados, inibindo brotag¢6es, matando insetos e microorganismos (THAKUR; SINGH,
1994). Além disso, ao diminuir os inibidores de proteases (fator antinutricional) ocorre a
reducdo da atividade de LOX concomitantemente (BARROS et. al., 2008).

O objetivo dessa pesquisa foi estudar o efeito de tratamentos fisicos e
antioxidantes sobre a atividade especifica de lipoxigenases em extrato hidrossoluvel de soja

produzido com diferentes cultivares.



4-REVISAO DE LITERATURA

4.1- Soja: Origem e Historico

Embora diferentes autores ainda discordem quanto ao local especifico
de onde a soja cultivada emergiu, todos concordam que a area de origem se localiza na regido
leste da Asia (MIYASAKA; MEDINA, 1981).

A mais antiga referéncia a soja consta do herbario PEN TS‘ AO
KANG MU como parte da obra “Matéria Médica” de autoria do imperador Shen Nung, escrita
em 2838 a.C. Nessa obra foram descritas as plantas mais importantes para os chineses; dentre
elas, o arroz, o trigo, a cevada, o milheto e a soja que eram considerados “os cinco graos
sagrados”, por serem essenciais a estabilidade da civilizagio chinesa (CAMARA, 1998).

Durante séculos, o cultivo da soja permaneceu restrito apenas aos
paises orientais, sendo usada na preparacdo de grande variedade de alimentos frescos,
fermentados e secos (MORAIS; SILVA, 1996). Apenas ap6s a chegada dos primeiros navios
europeus no final do século XV e inicio do século XVI, é que foi trazida para o Ocidente
(COODETEC, 2008).

No Brasil, a soja comecou a ser cultivada provavelmente em 1882.
Com a chegada dos primeiros imigrantes japoneses ao Brasil em 1908, a cultura foi
introduzida no Estado de S&o Paulo e em 1914 no Rio Grande do Sul, mas o seu plantio
expandiu-se rapidamente apenas no final dos anos 60 (SOUSA et al., 2000).



4.2- Botanica

A soja, Glycine max (L.) Merril, é pertencente a divisdo
Spermatophyta, subdivisdo Angiospermae, classe Dicotyledoneae, ordem Rosales, familia
Leguminoseae (Fabaceae) que inclui, aproximadamente 600 géneros e 13000 espécies. A
familia Leguminoseae é constituida de trés sub-familias: Mimosoideae, Caesalpinoideae e
Faboideae (Papilionoideae). A sub-familia Faboideae, ¢ a maior delas, com cerca de 400
géneros amplamente distribuidos, dentre eles o Glycine. Dentro desta sub-familia encontram-
se géneros conhecidos como: Phaseolus (feijdo), Pisum (ervilha), Arachis (amendoim), Lens
(lentilha), entre outros (JOLY, 2002).

O sistema radicular da planta de soja possui raiz pivotante bem
desenvolvida, com presenca de raizes secundérias, terciarias e quaternarias; as ramificacdes
s&o ricas em nodulos de bactérias fixadoras de nitrogénio atmosférico (CAMARA, 1998).

E uma planta anual, ereta, pubescente, de pélos brancos, pardo-
queimados e tostados com caule herbaceo a sub-lenhoso, que varia de 0,30m a 1,80m de altura
(Camara, 1992, 1998). As folhas apresentam trés principais tipos, incluindo as cotiledonares,
unifolioladas ou trifolioladas, sdo geralmente ovais e de coloracdo verde claro a verde escuro
com textura variando de lisa a rugosa conforme o cultivar (CAMARA, 1998; JOLY, 2002).

O fruto, derivado de uma Unica folha capelar, é tipicamente um
legume, comumente chamado de vagem (MIYASAKA; MEDINA, 1981). S&o do tipo vagem,
achatados, curtos, de cor cinzenta, marrom, amarelo-palha ou preta. De acordo com a
variedade, € possivel encontrar até 400 vagens por planta; estas encerram de uma a cinco
sementes (MISSAOQ, 2006).

As flores sdo hermafroditas, reunidas em racemos curtos axilares ou
terminais de coloragdo branca, amarela ou violacea, conforme a variedade (CAMARA, 1998;
JOLY, 2002). As sementes sdo, em geral, elipticas (ovalada) e achatadas ou globosas; com
superficie lisa, brilhante ou opaca; de cor amarela, marrom, verde ou preta, variando conforme
o cultivar (MISSAO, 2006). O hilo, bem visivel, varia na forma de linear-eliptico a ovalado. O
tegumento (testa ou cobertura seminal) tem caracteristica delgada, cuja funcdo é proteger o
embrido contra agentes externos (CAMARA, 1998).



O embrido possui dois cotilédones, responsadveis por acumular as
substancias de reserva, e 0 eixo do embrido, o qual é constituido pela plumula, hipocoétilo e a
radicula (CAMARA, 1998).

4.3- Agronomia

No Brasil, a soja é plantada desde o extremo Sul, nas fronteiras com a
Argentina, até os cerrados do Norte. Os terrenos de superficie levemente ondulada sdo ideais a
sua cultura. A soja ndo tolera temperaturas baixas e é sensivel ao fotoperiodo, isto é, seu
florescimento ndo comeca até que os dias no verao se tornem mais longos (CARUSO, 1997).

A semente de soja, para a germinacdo e a emergéncia da plantula,
requer absorcdo de agua de, pelo menos, 50 % do seu peso seco. Para que isso ocorra, deve
haver condi¢des adequadas de umidade e aeracdo do solo e a semeadura deve propiciar o
melhor contato possivel entre solo e semente. Semeadura em solo com insuficiéncia hidrica,
ou no po, prejudica o processo de germinacdo, podendo tornd-lo mais lento, expondo as
sementes as pragas e aos microorganismos do solo, reduzindo a chance de obtencdo da
populacdo de plantas desejada (EMBRAPA, 2004b).

Regides com precipitacdes médias anuais de 700 a 1.200 mm, com boa
distribuicdo (500 a 700 mm) durante o ciclo das plantas, sdo consideradas aptas para a cultura
(CAMARA, 1992). A temperatura média do solo, adequada para semeadura da soja, vai de
20°C a 30 °C, sendo 25 °C a ideal para uma emergéncia rapida e uniforme. Semeadura em solo
com temperatura média inferior a 18 °C pode resultar em drastica reducdo nos indices de
germinacdo e de emergéncia, além de tornar mais lento esse processo. Temperaturas acima de
40 °C, também, podem ser prejudiciais (EMBRAPA, 2004b).

Os solos onde se planta soja sdo em sua maioria acidos e deficientes em
nutrientes. Sem a devida correcdo, com a aplicacdo de calcério e nutrientes, principalmente
fésforo e potéssio e elementos menores, ndo é possivel ter uma boa producdo (CARUSO,
1997).

A acentuada expansdo das areas de plantio ocasiona o crescimento das

ervas daninhas, que podem representar um problema para a cultura. Crescem também, em



10

numero e intensidade, as doencas causadas por fungos, bactérias e nematdides, todas com
potencial maior e menor para reduzir a produtividade (CARUSO, 1997).

Para garantia de adequado crescimento e desenvolvimento das
culturas, faz necessario o uso de fungicidas sintéticos. Trabalhos tém relatado a eficiéncia de
fungicidas no controle de patdgenos associados as sementes de soja (YUYAMA; HENNING,
1997) e, também, no aumento da emergéncia a campo (REZENDE et al., 2003).

4.4-Composicdo quimica

A soja € considerada alimento de alto valor nutritivo e de grande
importancia na alimentacdo humana, constituindo excelente fonte de energia e proteina, além
de razoavel fonte de vitaminas e minerais (MIYASAKA; MEDINA, 1981). Possui &cidos
graxos poliinsaturados e compostos fitoquimicos como isoflavonas, saponinas, fitatos, além de
fosfolipidios, antioxidantes, fibras, dentre outros. Também é uma fonte de minerais, como o
cobre, zinco, ferro, fosforo, potassio, magnésio, manganés e vitaminas do complexo B
(CHIARELLO, 2002).

A soja quando verde apresenta alto teor de niacina e de é&cido
ascorbico. Quando madura, torna-se rica em vitaminas E e K e com quantidades significativas
de tiamina, riboflavina e &cido félico (MORAIS; SILVA, 1996).

Os &cidos graxos dos gréos de soja s@o os saturados (~15%) palmitico
e estedrico; o monoinsaturado oléico (~24%), e os polinsaturados, linoléico (~54%) e
linolénico (~7%). Portanto, a soja constitui-se num dos produtos mais susceptiveis a
ocorréncia da oxidacdo dos acidos graxos. (WILSON, 1987).

Sua importancia econémica e nutricional é devida ao elevado teor de
lipidios e proteinas que sdo responsaveis por cerca de 60 % do peso seco da soja, sendo o
restante composto por aproximadamente 35 % de carboidratos e 5 % de cinzas. A umidade
representa em média 13 % dos graos, que em base Umida contém cerca de 35 % de proteinas,
17 % de lipidios, 31 % de carboidratos e 4,4 % de cinzas (LIU, 1999).

Segundo Silva et al. (2006) a composicdo quimica de 100 gramas de
soja para umidade é 5,60 g , para energia é 451,60 (kcal g™), para proteina é 40,40 g, para
lipidios é 24,55 g, para carboidratos é 17,26 g, para fibras é 9,31 g e para cinzas € 2,88 g.
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4 5-Fatores Nutricionais

No Brasil, o Ministério da Saude publicou a Resolucéo n° 18, de 30 de
abril de 1999, definindo os alimentos funcionais como sendo aqueles consumidos como parte
da dieta usual, que produzem efeitos metabolicos ou fisiologicos e/ou capacidade de reduzir o
risco a doencas, além de possuirem func¢des nutricionais basicas (BRASIL, 1999).

A soja é considerada um alimento funcional porque, além de funcGes
nutricionais basicas, produz efeitos benéficos a satde. Apresenta reconhecido valor nutricional
sendo estudada como alimento capaz de diminuir os riscos de enfermidades como alguns tipos
de céncer, doencas cardiovasculares, osteoporose e sintomas da pds-menopausa, além da
reducdo da concentragdo sérica de colesterol e triglicerideos (EMBRAPA, 2004a).

Estudos realizados no Japdo e na China, paises cujas populacbes
utilizam regularmente a soja em sua dieta alimentar, mostraram reduzidos indices de doencas
coronarias, de cancer de mama e de prostata, quando comparados aos dos paises onde a soja é
pouco utilizada na alimentacdo humana. Atualmente, a Federacdo Mundial de Cardiologia
confirma que o consumo didrio de 25 gramas de proteina de soja faz bem ao coragéo,
controlando os niveis de colesterol e, assim, prevenindo doencas crénicas (MANDARINO,
2002).

Os grdos de soja apresentam em sua composicdo 0s aminoacidos
essenciais e também lecitina, substancia lipidica que contém colina, inositol e fésforo. E um
emulsificador bioldgico que tem a propriedade de conservar suspensas as gorduras no
organismo, permitindo que elas passem pelas paredes das artérias. Dessa forma, preveni a
obstrucdo da circulacdo sanguinea, reduzindo a taxa de colesterol e as doencas
cardiovasculares (COSTA, 2002).

As isoflavonas (também chamadas de isoflavondides) pertencem a
familia dos polifendis. Uma propriedade comum dos polifendis é a sua atividade antioxidante.
Contudo as isoflavonas apresentam estrutura quimica semelhante aos estrégenos humanos, tal
como o 17 R-estradiol, e por apresentar atividade estrogénica, essas substancias sdo
comumente referenciadas como fitoestrdgenos. Esses compostos se encontram de forma

natural em leguminosas e sdo especialmente abundantes nos grdos de soja. Quando



12

consumimos a soja e seus produtos, as isoflavonas presentes sdo hidrolisadas no intestino por
glicosidases intestinais, liberando as agliconas, daidzeina, a genisteina e a gliciteina (Figura 1),
que sdo as formas biologicamente ativas, que irdo atuar beneficamente no organismo humano
(EMBRAPA, 2006).

Figura 1: Estrutura quimica das principais isoflavonas da soja

As principais isoflavonas encontradas na soja estdo nas formas de
agliconas (daidzeina, genisteina e gliciteina), de glicosideos (genistina, daidzina e glicitina),
de derivados glicosilados acetilados (6”-O-acetildaidzina, 6”- O-acetilgenistina, 6”-O-
acetilglicitina) e de glicosilados malonilados (6”-O-malonildaidzina, 6”-O-malonilgenistina,
6”-O-malonilglicitina) (SETCHELL, 1998; WANG et al. 1998).

A genisteina (5,7,4'-trihidroxi-isoflavona) foi capaz de promover a
apoptose de células de carcinoma da préstata (KYLE et al., 1997). Contudo foi relatado
também que a soja pode interferir na progressao da insuficiéncia renal cronica e da Doenga de
Alzheimer; € capaz de reduzir a pressao arterial, porque tem baixo conteldo de sodio e atua na
reatividade vascular; é atil na sindrome de epistaxe cronica e na telangiectasia hereditaria
familiar, porque inibe a angiogénese (MORAIS, 2001).

Estudos indicam que os fitormonios, conhecidos como isoflavonas ou
isoflavondides, atuam como antioxidantes, reduzindo o nivel de colesterol ruim (LDL) no

sangue e, conseqlentemente, influenciando a queda de doencas cardiovasculares, além de
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exercerem também atividade hormonal, equilibrando a quantidade do horménio estrégeno no
organismo feminino, amenizando, os sintomas da menopausa (GUERREIRO, 2006).

As fibras solUveis da soja exercem importante papel na regulacdo dos
niveis de glicose no sangue, pois retarda a sua absor¢do, auxiliando no controle de diabetes
(GUERREIRO, 2006). Além disso, as fibras insoltveis auxiliam as func¢@es gastrointestinais,
normaliza a mobilidade intestinal, prevenindo a diverticulite e constipacdo, como
conseqguéncia, diminuem a incidéncia de cancer do célon (CHANG, 2001).

A Soja tem se mostrado como o alimento mais versatil na atualidade
com respeito as possibilidades nutricionais e funcionais (YIM, 2002). E isso fez com que o
consumo da soja quadruplicasse nos ultimos cinco anos (AGUIAR, 2002). Apesar das
evidéncias dos beneficios da soja na prevencdo e no controle do cancer, a comunidade
cientifica ainda ndo conseguiu estabelecer claramente os mecanismos fisioldgicos de atuacéo e
acao preventiva dos compostos da soja. Além disso, eficacia da soja na prevencdo e no
tratamento do cancer depende do tipo de cancer, do agente causal e da fase de
desenvolvimento da doenca. Contudo, é possivel haver variacdes na eficacia da resposta, em
funcdo das caracteristicas do paciente. (MANDARINO, 2002).

4.6-Fatores Antinutricionais

Os fatores antinutricionais existentes nos alimentos podem
desencadear efeitos fisiologicos ndo desejados ou ainda reduzir a biodisponibilidade e
absorcéo de alguns nutrientes (SILVA; SILVA, 2000).

A presenca de agentes antinutricionais deprecia enormemente as
caracteristicas bioldgicas da soja, tornando-a toxica, quando ministrada no estado nativo ou
quando submetida a um processamento inadequado (MIYASAKA; MEDINA, 1981). O calor
inativa parcial ou totalmente a acdo toxica dos componentes antinutricionais (BRAZACA,
1997).

Os fatores antinutricionais conhecidos na soja sdo: anti-tripsina que
funciona como anti-enzima, inibindo a enzima digestiva tripsina, aumentando a necessidade
de minerais (em parte devido a acdo quelante do fitato) e vitaminas; hemaglutinina que

promove aglutinacdo dos globulos vermelhos do sangue; Fator bocigénico que é responsavel
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pela hipertrofia da glandula tiredide; saponinas que sdo responsaveis pela ruptura de
eritrécitos; fitatos que podem reduzir a biodisponibilidade e absorcdo de ions metélicos
importantes para a fisiologia (ou metabolismo) humana; estaquinose e rafinose séo
oligossacarideos ndo metabolizados pelo homem (MIYASAKA; MEDINA, 1981; TASHIMA,;
CARDELLO, 2003; BRAZACA, 1997).

Embora esteja presente em grande quantidade, a qualidade da proteina
da soja ndo se iguala totalmente a qualidade das proteinas animais, como as carnes, ovos, leite
e derivados (LOPES, 2003), sendo deficiente apenas em relagdo aos aminoacidos sulfurados —
metionina e cistina (MIYASAKA; MEDINA, 1981), devendo ser complementada com outras
fontes protéicas vegetais, como o arroz, o milho e o trigo. Justamente devido ao alto contetdo
protéico, a presenca de pequenas quantidades dessas outras fontes ja é o suficiente para tornar

a proteina da soja equivalente as proteinas animais (LOPES, 2003).

4.7-Mercado

A soja é um produto agricola de grande interesse mundial gracas a
versatilidade de aplicagdo de seus produtos na alimentacdo humana e animal e ao seu valor
econdmico nos mercados nacional e internacional (MELLO FILHO et al, 2004).

No Brasil, na safra 2011/12, a cultura ocupou uma é&rea de 25,02
milhdes de hectares, o que totalizou uma producdo de 66,17 milhGes de toneladas. A
produtividade média da soja brasileira é de 2665 kg por hectares, chegando a alcancar cerca de
3076 kg/ha na regido norte, uma das regides com maior producdo de soja. Porém, houve um
decréscimo da producdo atual comparada a safra 2010/2011 que atingiu uma producéo de
75,32 milhdes de toneladas. As condicdes climaticas adversas causadas pelo fenémeno La
Nifia foram as responsaveis pelo resultado negativo da safra 2011/2012 (CONAB, 2012).

O Brasil, os Estados Unidos e a Argentina representam 81 % da
producdo mundial de soja. O Brasil é o segundo maior produtor e exportador de soja, ficando
atras somente dos EUA (DEPEC, 2012).
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4.8-Potencial de aproveitamento

Segundo o relato da Embrapa, ha trés setores para os produtos ndo
alimentares a base de soja. O primeiro é destinado a fabricacdo de produtos intermediarios,
geralmente, substancias quimicas, empregadas em processos industriais, como compostos
emulsificantes para aplicacfes diversas. O segundo setor € o de produtos industriais como
solventes, fluidos, tintas e lubrificantes. E o terceiro é aquele nos quais 0s produtos séo
destinados ao consumidor final, como o biodiesel e uma gama de cosméticos e de produtos de
higiene e limpeza (Papel da soja...,2009).

A torta, a farinha e o farelo séo utilizados na formulacdo de ragdes. A
torta também ¢é utilizada produzir fluidos para extintores de incéndio, na fabricacdo de
adesivos e fertilizantes. J& a farinha é utilizada para fazer paes e massas alimenticias O 6leo de
soja € utilizado na fabricacdo de margarina, maionese, molhos e 6leos e a lecitina é usada em
doces, paes, leite em pd e remédios. A inddstria também utiliza o 6leo na confeccéo de tintas e
sabdo (Costa, 1996).

A adicdo de proteinas de soja aos alimentos industrializados apresenta
diversas vantagens tecnoldgicas, como o aumento de retencdo de umidade, melhoria da
textura, ligamento, coesdo e rendimento final, retencdo dos atributos de qualidade em geral,
maior teor protéico, cor agradavel, maior vida de prateleira, melhor palatabilidade, melhor

aparéncia e valor nutricional (Aradjo et al., 1997;).

4.9-Enzima lipoxigenase

O sabor descrito como amargo e adstringente resultante principalmente
da acdo da enzima lipoxigenase limitam o consumo dessa leguminosa. Nos grdos de soja
integros (secos), o substrato ndo esta exposto a acdo dessa enzima. A reacgao so ocorre quando
0s grdos se quebram e absorvem agua. A acdo da lipoxigenase pode ser evitada com
tratamento térmico (MORAIS; SILVA, 1996).

As lipoxigenases sdo isoenzimas que catalisam a incorporagdo de
moléculas de oxigénio em acidos graxos poliinsaturados (substratos) que possuem a estrutura

cis,cis-1,4-pentadieno, formando hidroperéxidos (Figura 2) que se decompdem em acidos,
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aldeidos e cetonas de cadeia curta. Os &cidos graxos vegetais mais comuns que possuem

essa estrutura sdo os acidos linoléico e linolénico.

Figura 2: Produtos da LOX e especificidade posicional a partir da oxidacéo do
acido linoléico.

Os grdos de soja constituem a fonte mais rica de lipoxigenases, sendo
que quatro isoenzimas foram isoladas, as lipoxigenases L-1, L-2, L-3a e L-3b. Estas
isoenzimas diferem entre si em varios aspectos da acao catalitica tais como pH 6timo de acéo,
especificidade para substrato, regioespecificidade, produtos primarios e secundarios formados
e valor de Km. As isoenzimas L-3a e L-3b sdo muito similares em suas propriedades e, para
fins analiticos, podem ser consideradas idénticas e caracterizadas como L-3 (AXELROD et al,
1981).

As lipoxigenases sdo proteinas globulares, solGveis em solugéo salina e
consistem em uma cadeia polipeptidica simples (Figura 3), de massa molecular em torno de
100 kDa (HILDEBRAND; HYMOWITZ, 1981; AXELROD et al., 1981). Sdo dioxigenases,
contendo um mol de ferro em um grupamento ndo-heme, por mol de proteina, portanto séo
denominadas metaloproteinas (VLIEGENTHRT et al., 1979), O ferro Il oxida-se em ferro IlI,
entdo é retirado um atomo de hidrogénio da cadeia carbdnica do acido graxo e este atomo de

hidrogénio se oxida a proton. O radical pentadieno ligado a enzima é convertido em um dieno
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conjugado que capta o oxigénio. Ocorre entdo a liberacdo de hidroperdxido, iniciando assim
uma reagdo em cadeia (MORETTO; FETT, 1998).

Figura 3. Estrutura tridimensional da LOX

4.10-Extrato Hidrossoluvel de Soja (EHS)

Conforme Guerreiro (2006), o extrato aquoso de soja é um produto
obtido a partir da lavagem, maceracdo e aquecimento de grdos de soja. Os grdos lavados e
macerados sdo0 moidos e aquecidos para, entdo, passarem por um processo de filtracdo que
separa 0 extrato aquoso de seu subproduto, o okara (bagago).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), a partir da
Resolucdo CNNPA n° 14/78 aprovou o Regulamento Técnico para Fixacdo de Identidade e
Qualidade para Extrato de Soja.

A legislacdo define o EHS (Leite de Soja) como sendo o produto
obtido a partir da emulsdo aquosa resultante da hidratagdo dos grdos de soja,
convenientemente limpos, seguido de processamento tecnoldgico adequado, adicionado ou
ndo de ingredientes opcionais permitidos, podendo ser submetido a desidratacdo, total ou
parcial (BRASIL, 1978).

De acordo com a Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2005b) o EHS deve obedecer a seguinte caracteristica quimica
para teor de proteina: maximo de 41,5 % (em pd) e minimo de 3,0 % (liquido).

Acredita-se que o extrato aquoso de soja tenha sido elaborado pela
primeira vez na China durante o segundo século depois de Cristo (JACKSON, 2001). Desde
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entdo, este extrato aquoso tem sido consumido na China diariamente. No Ocidente, o baixo
consumo de soja esta relacionado ao sabor, odor e habitos alimentares (MORAIS; SILVA,
1996).

No inicio do século XX, um médico americano missionario na China,
Harry Williis Miller, deu uma grande contribuicdo ao seu uso, conduzindo uma pesquisa onde
a soja era utilizada na alimentacdo de criancas e bebés chineses. Melhorou a qualidade do
processamento, e iniciou uma producdo de EHS em larga escala em muitos paises, incluindo
China, Estados Unidos, Japao, Filipinas, Hong Kong e Singapura. Nas ultimas décadas, este
produto concretizou seu papel de bebida popular tanto devido ao trabalho do Dr. Miller quanto
ao processo de reducdo do beany flavor (sabor de feijdo cru) desenvolvido por pesquisadores
das Universidades de Illinoise Cornell (LIU, 1999).

Para eliminar o sabor e o odor caracteristicos da soja em EHS podem
ser utilizados vérios tratamentos, tais como remoc¢do completa da casca, trituracdo com agua
quente, maceracdo dos grdos com Alcalis, trituracdo dos grdos com &cidos e adicdo de
flavorizantes (MORAIS; SILVA, 1996).

A partir do lancamento (em 1997) de bebidas a base de soja no
mercado brasileiro, observou-se um consumo crescente deste tipo de produto. Nos ultimos
anos, as substancias a base de soja em geral e particularmente o EHS tém despertado o
interesse pelo seu consumo, devido principalmente as suas propriedades nutricionais. O
produto industrializado pode ser encontrado no Brasil na forma original (sem aromatizacéo),
aromatizado com diferentes sabores e, ainda, adogado com sacarose ou edulcorantes como a
sucralose (TASHIMA; CARDELLO, 2003; GUERREIRO, 2006).

O EHS é um produto de aspecto semelhante ao leite de vaca e de alto
valor nutritivo, (MIYASAKA; MEDINA, 1981). E uma bebida de baixo custo, e de facil
obtencdo, representa uma importante alternativa para a alimentacdo das populagdes
desnutridas (GUERREIRO, 2006). Como ndo contém lactose e possui acidos graxos
poliinsaturados é ideal para portadores de intolerancia a lactose ou individuos com indice de
colesterol alto. Constitui boa fonte proteica (Tabela 1), podendo ser utilizado na prevencgéo e
corregdo da desnutricdo infantil (OLIVEIRA et al., 1996).

Embora o EHS seja muito recomendado para criangas com intolerancia

a lactose, 0 EHS ndo contém a mesma biodisponibilidade do célcio presente nos leites de vaca
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e cabra, no caso da soja a isoflavona e os fitatos afetam a absorcao do célcio pelo organismo.
Assim sendo, criangas que recebem exclusivamente o EHS devem receber uma suplementacédo
de célcio (LOPES, 2003; ZHAO et al., 2005).

Tabela 1. Composicdo quimica (por 100g de produto) do EHS comparado com o leite de vaca

e humano.
Determinacdes EHS Leite de_ vaca Leite humano
pasteurizado
Calorias (kcal) 38,00 61,00 77,00
Proteinas (Q) 3,00 3,60 1,10
Gordura (g) 1,40 3,00 4,00
Carboidratos () 3,80 4,90 9,50
Fibra (g) 0,00 0,00 0,00
Agua (g) 91,80 88,50 85,40
Calcio (mg) 36,00 123,00 33,00
Fosforo (mQ) 30,00 96,00 14,00
Ferro (mg) 0,40 0,10 0,10
Sodio (mg) 16,00
Vitamina A (mg) 10,00 33,00 70,00
Vitamina B; (mg) 0,05 0,04 0,01
Vitamina B, (mg) 0,04 0,18 0,04
Niacina (mQ) 0,20 0,10 0,20
Vitamina C (mg) 0,00 1,00 5,00

Fonte: Morais e Silva (1996).

De maneira geral, aproximadamente 30 % do Ca dietético esta
biodisponivel nos alimentos sendo que, s&o muitas as variaveis que influenciam em sua
biodisponibilidade (BUZINARO et al., 2006). No caso da soja e seus derivados, alguns
componentes que podem afetar a absor¢do do célcio sdo as isoflavonas e fitatos. Porém, os
minerais sdo mais biodisponiveis (14 a 76 %) através de bebidas, por estas permitirem sua
maior solubilidade e menor concentragio de inibidores (SOARES et al., 2004; CASE et al.
2005).

Casé et al. (2005) estudaram a adicdo de diferentes sais de célcio a
extratos de soja, posteriormente submetidos ao tratamento térmico, verificando as alteracdes

na quantidade do elemento, ocorréncia de precipitacdo ou separacdo de fases, assim como a
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aceitagdo sensorial dos produtos obtidos. Os autores concluiram que o célcio quelato, embora
ocasione sabor estranho (facilmente mascarado por adi¢do de aromas), foi o sal mais adequado

para fortificacdo de extrato de soja, devido a sua alta solubilidade.

4.11-Irradiagdo

A irradiacdo € um processo fisico comparavel a pasteurizacdo térmica,
ao congelamento ou enlatamento, onde o alimento embalado ou ndo é submetido a um dos trés
tipos de energia ionizante: raios gama, raios X ou feixe de elétrons (IRRADIACAO DOS
ALIMENTOS, 2011). Em 1983, a Comissdo do Codex Alimentarius concluiu que alimentos
irradiados com energia abaixo de 10 kGy ndo apresentavam risco toxicoldgico. Além disso,
organizacdes internacionais como o Fundo das Nacgdes Unidas para a Agricultura e
Alimentacdo (FAQO) e a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) avaliaram vérias destas
pesquisas e concluiram que a irradiacdo de alimentos € segura e benéfica.

A técnica da irradiacdo dos gréos de soja € utilizada para estender a
vida Util e evitar problemas fitossanitarios em produtos consumidos in natura ou processados,
inibindo brotagdes, matando insetos e microorganismos (THAKUR; SINGH, 1994). Além
disso, degrada os inibidores de proteases (fator antinutricional) que em conseqiiéncia reduz a
atividade de LOX, pois segundo BARROS et. al. (2008) na auséncia do KTI (inibidor de
protease Kunitz ) o nivel de LOX ¢é reduzido. Os custos estimados dos beneficios da irradiacdo
comercial mostram ser competitivos com outros métodos de fumigacéo e tratamentos fisicos-
térmico (DOGBEVI; VACHON; LACROIX, 2000; LACROIX et al., 2002).

Diversos trabalhos abordam o efeito da radiagdo nas propriedades
funcionais e estruturais das proteinas de soja (ABU-TARBOUSH, 1998; LACROIX et al.,
2002). O processamento por radiacdo tem se mostrado eficiente na reducdo de
oligossacarideos, inibidores de tripsina e quimotripsina e melhora a producéo de leite de soja e
tofu (BYUN; KANG; MORI, 1996; IYER et al., 1980; RAO; VAKIL, 1983). Dentre outros
fatores, ainda aumenta a atividade antioxidante dos compostos fendlicos presentes na soja
(VARYAR; LIMAYE; SHARMA, 2004).

No entanto, a literatura também demonstra que o uso da irradiacdo
pode afetar a proteina da soja, de maneira com que as ligacdes que estabilizam as estruturas
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secundarias e terciarias sejam destruidas causando mudangas conformacionais, influenciando
na solubilizacdo em meio aquoso e conseqlentemente no valor nutricional (BYUN; KANG,
1994, 1995; GROLICHOVA; DVORAK; MUSILOVA, 2004).

Tais relatos sdo de grande importancia para a inddstria alimenticia,
pois a proteina de soja apresenta diversas vantagens tecnoldgicas, como 0 aumento de retencdo
de umidade, melhoria da textura, ligamento, coeséo e rendimento final, retencdo dos atributos
de qualidade em geral, maior teor protéico, cor agradavel, maior vida de prateleira, melhor
palatabilidade, melhor aparéncia e valor nutricional (ARAUJO; CARLOS; SEDYAMA, 1997;
TEIXEIRA, 2011).

4.12-Temperatura

Dados epidemioldgicos do Ministério da Saude indicam que mais de
45% das doencas transmitidas por alimento ocorrem nas residéncias. A principal forma de
contaminacdo desses produtos dentro do lar dos brasileiros esta relacionada ao manuseio
incorreto e a conservacdo inadequada de alimentos. Para evitar esse tipo de doenca,
responsavel por cerca de 670 surtos com 13 mil doentes todo ano, a populagdo precisa estar
atenta a cuidados de higiene e a temperatura de armazenagem dos alimentos (BRASIL, 2009).

Como a temperatura influencia a multiplicacio microbiana
(FIGUEIREDO; JUNQUEIRA; CUNHA, 2003), a falta de controle da temperatura de
conservacdo dos alimentos pereciveis acarreta ndo s6 importantes perdas econdmicas e
nutricionais, como também compromete a seguranga sanitaria e altera as caracteristicas
sensoriais dos alimentos, como sabor, cor, textura e odor (GOES et al., 2004; LIMA, 2001).

Técnicas de conservacdo de alimentos devem ser empregadas com a
finalidade de prolongar a vida-atil de frutos e hortalicas, aumentando o periodo de
comercializacdo. Portanto, a utilizacdo de baixas temperaturas no armazenamento reduz a taxa
metabdlica dos processos de maturacdo e senescéncia precoce dos frutos e retarda o
desenvolvimento dos microrganismos (BLEINROTH, 1986).

Muitas pesquisas evidenciam a influéncia de fatores como a

concentracdo e a temperatura nos parametros reoldgicos de diversos produtos, sendo a relacao
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de Arrhenius geralmente utilizada para descrever o efeito da temperatura na viscosidade dos
alimentos liquidos (KAYA, 2001; BERTO, SILVEIRA JUNIOR, VITALLI, 2003).

Os métodos de conservacdo de alimentos de produtos alimenticios
baseados na alteracdo da temperatura referem-se a conservacdo pelo frio — resfriamento e
congelamento — e pelo calor — pasteurizacdo, esterilizacdo, branqueamento e apertizagao
(FARO; ARDITO; BORGO, 2002). Tais métodos inibem enzimas indesejaveis e

microrganismos.

4.13-Oxidacéo

Os lipidios sdo constituidos por uma mistura de tri, di e
monoacilglicerois, &cidos graxos livres, glicolipidios, fosfolipidios, esterdis e outras
substancias. A maior parte destes constituintes € oxidavel em diferentes graus (BERSET,
CUVELIER, 1996), sendo que os acidos graxos insaturados sao as estruturas mais susceptiveis
ao processo oxidativo (COSGROVE, CHURCH, PRYOR, 1987).

A oxidacdo lipidica é responsavel pelo desenvolvimento de sabores e
odores desagradaveis tornando os alimentos improprios para consumo, além de também
provocar outras alteracfes que irdo afetar ndo so a qualidade nutricional, devido a degradacao
de vitaminas lipossolUveis e de &cidos graxos essenciais, mas também a integridade e
seguranca dos alimentos, através da formacdo de compostos poliméricos potencialmente
toxicos (KUBOW, 1993; SILVA, BORGES, FERREIRA, 1999).

A oxidagcdo por via enzimatica ocorre pela acdo das enzimas
lipoxigenases que atuam sobre os &cidos graxos poliinsaturados, catalisando a adicdo de
oxigénio a cadeia hidrocarbonada poliinsaturada. O resultado é a formacgdo de peroxidos e
hidroperoxidos com duplas ligagcdes conjugadas que podem envolver-se em diferentes reacdes
degradativas (HALLIWELL, CHIRICO, ARUOMA, 1995; SILVA, BORGES, FERREIRA,
1999).

O uso de antioxidantes na industria de alimentos e seus mecanismos
funcionais tém sido amplamente estudados (MUKAI et al., 1993). Os antioxidantes primarios

sdo compostos fendlicos que promovem a remocdo ou inativacdo dos radicais livres formados
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durante a iniciagdo ou propagacdo da reacdo, através da doacdo de atomos de hidrogénio a
estas moléculas, interrompendo a reacdo em cadeia (SIMIC; JAVANOVIC, 1994)

Os antioxidantes principais e mais conhecidos deste grupo sdo 0s
polifendis, como butil-hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxitolueno (BHT), terc-butil-
hidroquinona (TBHQ) e propil galato (PG), que sdo sintéticos, e tocoferois, que sdo naturais
(NAMIKI, 1990). Estes ultimos tambeém podem ser classificados como antioxidantes
bioldgicos (NAMIKI, 1990; BAILEY, 1996).

Os antioxidantes contribuem na qualidade organoléptica do alimento,
mas industrias estdo optando por antioxidantes naturais, j& que h estudos mostrando que os
antioxidantes sintéticos conferem efeito carcinogénico em tecido animal (BOTTERWECK et
al., 2000). Os antioxidantes BHA e TBHQ foram testados em roedores e induziram
respectivamente a hiperplasia gastrointestinal e basais (MADHAVI; SALUNKHE,
1995;CRUCES et al., 1999). Por estes motivos, 0 uso destes antioxidantes em alimentos é
limitado (ANVISA, 2000)

4.14-Valor Energético

O valor cal6rico ou valor energético de um alimento se refere a energia
que o mesmo fornece quando ingerido pelo organismo. E a energia necessaria para o
desempenho de todas as atividades fisicas e para realizar o metabolismo do nosso corpo (FAO,
1963).

A unidade padrdo de energia ¢ o Joule, porém, no Brasil o valor
energético de diferentes produtos alimenticios deve ser expresso nos réotulos em quilocalorias
(kcal) e quilojoule (kJ), declarado em numeros inteiros. A legislacdo permite um erro de 20%,
para mais ou para menos, nos valores de componentes nutricionais informados nos rotulos dos
produtos em relacdo ao encontrado na analise (BRASIL, 2003).

Devido ao fato da quantidade de energia envolvida no metabolismo
dos géneros alimenticios ser muito alta, a kcal (1 kcal = 1000 calorias (cal)), € comumente
utilizada. Uma convencao permite a adogdo dos termos kcal e cal para expressar a quantidade

de energia envolvida no metabolismo de alimentos (BRASIL, 2005a).
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O kJ, assim como a kcal, sdo unidades de energia usadas para medir
calor. Cada kcal corresponde a 4,186 kJ. A caloria ¢ uma medida mais conhecida da populagdo
e usada com frequéncia (kcal). Desse modo, basta converter as medidas em quilojoules para
quilocalorias dividindo o primeiro por 4,186 (BRASIL, 2005a).

Por meio de algumas maneiras pode-se obter o valor energético do
alimento. A partir da:

e Composicdo quimica centesimal- obtencdo da energia metabolizavel
(BRASIL, 2003);

e Tabela de composicdo de alimentos- obtencdo da energia
metabolizavel (TACO, 2011) e;

e Bomba calorimétrica- obtencéo da energia bruta (SANTOS, 2010).
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5-MATERIAL E METODOS

5.1- Material

Para a realizacdo dos ensaios, foram utilizados grdos de soja dos
cultivares Embrapa: BRS-213 (com auséncia de lipoxigenases), BRS-258 e Embrapa 48
(Emb-48), ambas com presenca de lipoxigenases. Os gréos utilizados nos ensaios foram
fornecidos pela EMBRAPA — Soja, sediada em Londrina, PR.

5.2-Métodos
5.2.1- Processamento

Para a produgdo do EHS os gréos de cada cultivar foram hidratados em
agua destilada por 2 horas. Em seguida, os grdos foram triturados por 2 minutos em
liquidificador na proporcédo de 1:6 (soja: &gua), o extrato foi filtrado em coador de tecido, onde
ocorreu a separacdo do Okara (residuo da soja) com o EHS (BRASIL, 1978).

O EHS (Controle e tratamentos) foi fracionado em tubos falcon de 15

mL, que ficaram mantidos em ultra-freezer (-80 °C).

5.2.2- Planejamento experimental

As atividades foram divididas em 2 fases:
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Fase 1: Os tratamentos aplicados aos EHS foram os fisicos (térmico e

irradiacdo) e antioxidantes (tratamento antioxidante natural e sintético) (Figura 2). Com esses

tratamentos observou-se as possiveis reducdes ou inibicdo da atividade de lipoxigenases. Essa

fase foi realizada para obtencdo de resultados preliminares, que permitiram a selecdo dos

possiveis tratamentos que foram utilizados na fase 2. O fluxograma a seguir representa a

aplicacdo dos tratamentos aos EHS que foram produzidos a partir de trés cultivares (BRS-
213, BRS-258 e Emb-48):

Tratamento
Irradiacéo

Gréo de soja

2,5 kGy 5,0 kGy 10,0kGy
EHS 1 EHS 2 EHS 3

/

EHS

Tratamento
Térmico

e

AN

Tratamento
Antioxidante

80°C 85°C 95°C / \
EHS 4 EHS 5 EHS 6 Natural Sintético
Quantidade Quantidade Quantidade Quantidade Quantidade Quantidade
méaxima intermediaria Minima maxima intermediaria Minima
A 4 A\ 4 \4 \4 A 4
EHS 7 EHS 8 EHS 9 EHS 10 EHS 11 EHS 12
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Figura 4: Fluxograma da aplicacdo dos tratamentos ao EHS na fase 1.
5.2.2.1- Tratamentos - Fisicos

a) Tratamento térmico (quimico e biolégico): Apb6s o
processamento, 0 EHS de cada cultivar (BRS-213, BRS-258 e Embrapa 48- Emb. 48) foi
transferido para béquer de 2 litros, todos foram aquecidos em banho-maria e mantidos por 10
minutos na temperatura dos tratamentos (80, 85 ou 90 °C).

-Tratamento 1: EHS extraido do BRS-213 e aquecido a 80°C
-Tratamento 2: EHS extraido do BRS-258 e aquecido a 80°C
-Tratamento 3: EHS extraido do Emb. 48 e aquecido a 80°C
-Tratamento 4: EHS extraido do BRS-213 e aquecido a 85°C
-Tratamento 5: EHS extraido do BRS-258 e aquecido a 85°C
-Tratamento 6: EHS extraido do Emb. 48 e aquecido a 85°C
-Tratamento 7: EHS extraido do BRS-213 e aquecido a 90°C
-Tratamento 8: EHS extraido do BRS-258 e aquecido a 90°C
-Tratamento 9: EHS extraido do Emb. 48 e aquecido a 90°C

b) Tratamento irradiacdo (quimico e bioldgico): Os grdos de soja
foram embalados em sacos plasticos e submetidos a dosagens de 2,5; 5 e 10 kGy de irradiacéo
gama proveniente da fonte °°Co, Gammacell 220 (Atomic Energy of Canada Ltda.). O
processamento para obtencdo do EHS foi realizado posteriormente com esses graos irradiados.
Os tratamentos foram realizados em cooperagdo com o Centro de Energia Nuclear na
Agricultura — CENA/USP, Piracicaba — SP.

-Tratamento 10: EHS extraido do BRS-213 irradiado a 2,5 kGy.
-Tratamento 11: EHS extraido do BRS-213 irradiado a 5,0 kGy.
-Tratamento 12: EHS extraido do BRS-213 irradiado a 10 kGy.
-Tratamento 13: EHS extraido do BRS-258 irradiado a 2,5 kGy
-Tratamento 14: EHS extraido do BRS-258 irradiado a 5,0 kGy.
-Tratamento 15: EHS extraido do BRS-258 irradiado a 10 kGy
-Tratamento 16: EHS extraido do Emb. 48 irradiado a 2,5 kGy
-Tratamento 17: EHS extraido do Emb. 48 irradiado a 5,0 kGy
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-Tratamento 18: EHS extraido do Emb. 48 irradiado a 10 kGy
5.2.2.2- Tratamentos - Antioxidantes

Para os tratamentos antioxidantes do EHS, utilizou-se compostos
antioxidantes-natural e sintético, aplicados de acordo com as exigéncias da legislacdo
brasileira (BRASIL, 2000)

A ANVISA permite a adicdo em EHS de alguns antioxidantes (Tabela
2), porém para realizagdo dos ensaios foram selecionados apenas dois antioxidantes, sendo um
natural (Tocoferol-vitamina E) e o outro sintético (TBHQ- Butil Hidroguinona Terciaria).

Os antioxidantes foram pesados e adicionados apds o processamento
do EHS. A homogeneizacdo do antioxidante no EHS foi realizada em liquidificador. A
quantidade méaxima de tocoferol (toc) e bultil hidroquinona terciaria (TBHQ) foi calculada

com base no teor de gordura presente em 100 mL de EHS de acordo com a Tabela 2.

Tabela 2. Antioxidantes (Aditivo) permitidos para se adicionar em alimentos da categoria
produtos protéicos, da subcategoria bebida ndo alcoodlica a base de soja, ou seja, EHS.

INs ADPITIVO LIMITE MAXIMO (g 100 g ou g 100 mL?)
ANTIOXIDANTE

304 Palmitato de ascorbila 0,01

305 Estearato de ascorbila 0,01

307 Tocoferol 0,05 (sobre o teor de gordura)

310 Galato de propila 0,01 (sobre o teor de gordura)

319 Terc-butil-hidroquinona, TBHQ 0,02 (sobre o teor de gordura)

320 Butil Hidroxianisol, BHA 0,01 (sobre o teor de gordura)

321 Butil Hidroxitolueno, BHT 0,01 (sobre o teor de gordura)

Fonte: Brasil, 2000

Para cada cultivar de soja o antioxidante foi adicionado em quantidade
méaxima (gde.Max.), quantidade intermediaria(qde int.), quantidade minima (qde min.), sendo
que gde int. = qde. max./2 e a qde. min. = gqde. int./2.
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a) Tratamento antioxidante natural (Tocoferol - toc): A partir de
cada cultivar foram extraidos volumes de 1000 mL de EHS e desses calculou-se a quantidade
de toc. O toc adicionado ao EHS foi doado pela DSM produtos nutricionais, sediada em Sao

Paulo/ Brasil.

-Tratamento 19: EHS extraido do BRS-213 + 1,12g de toc.
-Tratamento 20: EHS extraido do BRS-213 + 0,569 de toc
-Tratamento 21: EHS extraido do BRS-213 + 0,289 de toc
-Tratamento 22: EHS extraido do BRS-258 + 1,369 de toc
-Tratamento 23: EHS extraido do BRS-258 + 0,689 de toc
-Tratamento 24: EHS extraido do BRS-258 + 0,34g de toc
-Tratamento 25: EHS extraido do Emb. 48 + 1,409 de toc
-Tratamento 26: EHS extraido do Emb. 48 + 0,709 de toc
-Tratamento 27: EHS extraido do Emb. 48 + 0,359 de toc

b) Tratamento antioxidante sintético (Butil hidroquinona
Terciaria-TBHQ - Sigma-Aldrich): A partir de cada cultivar foram extraidos 1000 mL de

EHS e desses volumes calculou-se a quantidade de TBHQ a ser adicionado.

-Tratamento 28: EHS extraido do BRS-213 + 0,459 de TBHQ
-Tratamento 29: EHS extraido do BRS-213 + 0,22g de TBHQ
-Tratamento 30: EHS extraido do BRS-213 + 0,11g de TBHQ
-Tratamento 31: EHS extraido do BRS-258 + 0,54g de TBHQ
-Tratamento 32: EHS extraido do BRS-258 + 0,27g de TBHQ
-Tratamento 33: EHS extraido do BRS-258 + 0,14g de TBHQ
-Tratamento 34: EHS extraido do Emb. 48 + 0,569 de TBHQ
-Tratamento 35: EHS extraido do Emb. 48 + 0,289 de TBHQ
-Tratamento 36: EHS extraido do Emb. 48 + 0,14g de TBHQ

Fase 2: Essa fase foi delineada com os tratamentos que se destacaram

na fase 1. Aplicou-se a0 mesmo EHS o0 “melhor” tratamento fisico € 0 “melhor” tratamento
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antioxidante. Tais parametros foram determinados a partir dos resultados estatisticos obtidos
da fase 1 (trabalho preliminar) em relagdo a redugdo da atividade especifica de lipoxigenases
(LOX).

Tratamentos da fase 1 que foram selecionados:

-Tratamento Térmico: Tratamentos 1, 2 e 3;

-Tratamento Irradiacdo: Tratamentos 11, 14 e 17;

-Tratamento Antioxidante natural: Tratamentos 19, 22 e 25.

O EHS foi extraido da mesma forma descrita no item 5.2.1 com o0s
cultivares BRS-213, BRS-258 e Emb. 48 e submetido a tratamentos fisicos e com adi¢do de
antioxidante (tratamento irradiacdo + antioxidante e tratamento térmico + antioxidante)
(Figura 3). Os tratamentos fisicos selecionados foram a dosagem de 5kGy de irradiacdo e a
temperatura de 80°C. Para combinar com o método fisico foi fixado o tocoferol (antioxidante

natural), na quantidade maxima exigida pela lei vigente.

Gréo de soja

Tratamento irradiacéo Tratamento temperatura
+ Antioxidante + Antioxidante
A 4 l A 4 A\ 4
5,0 kGy Tocoferol 80°C Tocoferol
\\ri o )_/ r\_A_ S ){I
| EHS1 : : EHS 2 |

Figura 5: Fluxograma da aplicacdo dos tratamentos ao EHS na fase 2.

5.2.2.3- Tratamentos fisicos (irradiacéo e térmico) + antioxidante (tocoferol)

a)Tratamento irradiacédo + tocoferol: O EHS foi extraido dos graos

irradiados e em seguida foi adicionado o tocoferol (toc) referente ao volume estabelecido
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(600mL). A homogeneizacdo do tocoferol no EHS foi realizada em liquidificador. Sendo

delineados trés tratamentos, com quatro repeti¢des, totalizando doze parcelas experimentais:

-Tratamento 1: EHS extraido do BRS-213 irradiado a 5,0 kGy + 0,672 g de toc.
-Tratamento 2: EHS extraido do BRS-258 irradiado a 5,0 kGy + 0,816 g de toc.
-Tratamento 3: EHS extraido do Emb. 48 irradiado a 5,0 kGy + 0,840 g de toc.

b)Tratamento térmico + tocoferol: Apds a extragdo do EHS (600
mL) adicionou-se o tocoferol (toc), a homogeneizagdo ocorreu em liquidificador. Em seguida
o volume foi transferido em béquer de 1 litro que ficou em banho-maria por 10 minutos a 80
°C. Sendo delineados trés tratamentos, com quatro repeticdes, totalizando doze parcelas

experimentais:

-Tratamento 4: EHS extraido do BRS-213 e aquecido a 80 °C + 0,672 g de toc.
-Tratamento 5: EHS extraido do BRS-258 e aquecido a 80 °C + 0,816 g de toc.
-Tratamento 6: EHS extraido do Emb. 48 e aquecido a 80 °C + 0,840 g de toc.

5.2.3- Andlises quimicas

Nos grdos e nos EHS (Controle) foram realizadas a composicao
guimica centesimal (umidade, proteina, lipidios, cinzas, fibra-bruta e carboidratos) conforme
metodologias do Instituto Adolfo Lutz (BRASIL, 2005a), no Laboratério de Bromatologia da
FCA/UNESP- Campus de Botucatu, SP. As determinagfes de minerais e energia bruta foram
realizadas no Departamento de Quimica e Bioquimica do Instituto de Biociéncias de
Botucatu/UNESP.

A anélise realizada para os EHS obtidos na Fase 1 foi determinacéo de
proteina bruta.

Para os gréos irradiados analisou-se a composi¢do quimica centesimal.
Nos EHS da Fase 2 foram realizadas as analises de composi¢do quimica centesimal, exceto

fibras. As analises foram desenvolvidas no Centro de Raizes e Amidos Tropicais (Unidade
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complementar da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas- Unesp Botucatu/SP) conforme
metodologia do Instituto Adolfo Lutz (BRASIL, 2005a).
Os resultados das determinacdes realizadas para os grédos foram

expressos na base seca. Ja para EHS os resultados foram demonstrados na base umida.

a) Determinacao do teor de proteina total

A proteina foi determinada pelo método de Kjeldahl, o qual quantifica
0 N organico total. Para conversédo do N em proteina é necessario multiplicar o resultado pelo
fator 6,25. O procedimento do método baseia-se no aquecimento da amostra com &cido
sulfurico para digestdo até que o carbono e hidrogénio sejam oxidados. Todo nitrogénio
presente na amostra transformou-se em sulfato de aménio. Adicionou-se NaOH concentrado e
aqueceu-se para liberacdo da amonia dentro do volume conhecido de uma solucdo de &cido
borico, formando borato de aménio. O borato de aménio formado é dosado com uma solucéo
acida (HCI) padronizada (BRASIL 2005a).

b) Determinacao do extrato etéreo ou gordura bruta

Pesou-se 2g de amostra em cartucho de papel-filtro e registrou-se o
peso inicial dos balGes (balGes vazios) referentes a cada amostra.

O cartucho de papel de filtro foi colocado no recipiente de extragéo
Soxhlet. Ao baldo foi adicionado de 30 a 40 mL de éter de petrdleo e colocado sob o
condensador fixando-o ao anel de rosca. Ligou-se a agua do condensador. Apds completar a
extracdo, foi removida a amostra do recipiente e colocado o tubo de vidro, coletor de éter, sob
0 condensador. Registrou-se o peso final do baldo (baldo com gordura). A diferencga entre o
peso final e o inicial do baldo corresponde a massa da gordura extraida (SILVA, 1990,
BRASIL, 2005a).
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C) Teor de umidade pelo método de secagem em estufa

Método de secagem em estufa através da perda de peso da amostra
aquecida a 105°C + 1°C, até peso constante (BRASIL, 2005a).

d) Determinacao de cinzas

Foram pesados 2g das amostras utilizando-se capsulas de porcelana
previamente taradas. Estas amostras foram desidratadas a 105 = 2°C por 12 h e em seguida
foram mantidas em dessecador, para a posterior pesagem. Em sequencia as amostras foram
carbonizadas em mufla a 550° C por 4 h. Apos resfriadas em dessecador até a temperatura
ambiente as amostras foram pesadas. O calculo do percentual de cinzas foi efetuado por meio
da seguinte expressao: % Cinzas = [(S*100) / P]
Onde: S = massa de cinzas (g);
P = massa da amostra (g).

A diferenca entre o peso do conjunto e o peso do cadinho vazio,

expressa a quantidade de cinzas na amostra (BRASIL, 2005a).

e) Fibra bruta

Para determinar o teor de fibra bruta dos alimentos, que representa o
contetdo total de fibras, utilizou-se do método de digestdo acido-base. Foram pesados, em
triplicata, aproximadamente 3,0g de cada amostra em béquer e transferidos para tubo de
digestdo, em seguida acrescentados 200 ml de solucdo de H,SO4 a 1,25% e submetidos a
ebulicdo branda durante 30 minutos. O material foi filtrado em filtro de papel e lavado com
auxilio de agua destilada quente. O material retido no filtro foi transferido para o tubo digestor
com auxilio de 200 ml de NaOH a 1,25% e submetido novamente ao processo de digestao e
filtragem, em papel filtro tarado. O filtro juntamente com a amostra retida foi submetido ao
processo de secagem completa em estufa a 105°C, com circulacdo de ar forgado. Em seguida,
foram resfriados por 1 hora em dessecador e posteriormente pesados, conforme a metodologia

da AOAC (1990). Os resultados foram expressos na base seca em g 100 g™.
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f) Carboidratos

Para os grédos o teor de carboidrato foi determinado por diferenca
conforme a expressdo: 100 - % dos constituintes sélidos (proteina, lipideos, cinzas e fibra
bruta). Ja para o EHS o teor de carboidratos foi determinado por diferenca: 100 - % umidade -
% constituintes solidos.

9) Minerais

As concentragdes de Ca, Cu, Zn, P, Fe e K foram determinadas
segundo Malavolta et al. (1989) e Sarruge & Haag (1974). Os extratos foram obtidos por
digestdo nitroperclérica. O P foi determinado por colorimetria, segundo AOAC (1990); Ca,

Cu, Zn e Fe por espectrometria de absorcdo atdmica e K por fotometria de chama.

h) Energia metabolizavel

O valor energético foi calculado a partir dos resultados obtidos pela
composi¢do quimica centesimal das amostras multiplicados pelos seguintes fatores de
conversdo: Carboidratos (exceto polidis) 4 kcal/g - 17 kJ/g; Proteinas 4 kcal/g - 17 kd/g;
Gorduras 9 kcal/g - 37 kJ/g (BRASIL, 2003).

i) Energia bruta ou total

A energia bruta é obtida a partir da combustdo completa da amostra
dentro de uma bomba calorimétrica, através da determinacdo do calor liberado para uma
quantidade de &gua (2 L) onde estd submersa a bomba. O calor liberado durante o processo
representa 0 maximo em energia que pode ser obtida pela combustdo de um composto
(PIFFER, 1999). Para determinacdo da energia bruta utilizou-se um calorimetro Oxygen

Combustion Bomb da marca Parr, modelo 1108.
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5.2.4- Andlise bioquimica

Foi determinada a atividade especifica de lipoxigenases (LOX) do
EHS controle, dos EHS obtidos na Fase 1 e 2, dos grdos de soja controle e dos gréos
irradiados. Essa analise foi realizada com 4 repeticdes.

Para extracdo da LOX dos gréos de soja macerou-se 20mg da amostra
com 2 mL de tamp&o Tris-HCI 50 mol.L™, CaCl2 20 mol.L™, pH 8,0, a soluc&o macerada foi
transferida para tubos Falcon e centrifugada a 5.500 rpm por 10 minutos, a 4 °C. O
sobrenadante (extrato enzimético) obtido da centrifugacdo foi pipetado para eppendorf e
armazenado em freezer -20°C.

A atividade especifica de LOX sobre o &cido linoléico foi determinada
segundo o método descrito por Axelrod et al. (1981), o qual se baseia no aumento da
absorbéancia a 234 nm, resultante da formacéo de um sistema de duplas ligacbes conjugadas no
hidroperoxido formado.

Preparou-se uma solucdo-estoque de linoleato de sédio 10 mol.L™,
utilizando-se acido linoléico, aproximadamente 99% (SIGMA), como se segue: a um
erlenmeyer envolvido por papel aluminio, contendo aproximadamente 10 mL de &gua
deionizada, previamente fervida, foram adicionados 78 uL de acido linoléico e 90 uL de
Tween 20 (SIGMA). Em seguida, homogeneizou-se a solugdo, succionando com auxilio de
uma pipeta automatica e tomando-se o cuidado para ndo formar bolhas. Para o clareamento da
solucdo, foram adicionadas gotas de solucdo de hidroxido de sodio 0,5 N. Apos o clareamento,
a solucdo foi transferida para um baldo volumétrico de 25 mL coberto por papel-aluminio,
apos houve a afericdo do volume. A solucdo-estoque de linoleato de sddio foi armazenada em
tubos eppendorf, envolvidos em papel aluminio e armazenados a — 20°C.

Para as analises das atividades de lipoxigenases, adicionou-se 10 uL de
EHS diluido ou do extrato bruto (obtido do grdo de soja), 40 puL da solugdo-estoque de
linoleato de sédio (substrato), 500 pL de tampdo fosfato 50,0 mol.L™, pH 6,5 em cubeta de
quartzo. A velocidade da reagdo foi determinada de 20 em 20 segundos, a 234 nm, por um
periodo de 60 segundos. Sob as mesmas condic¢des, procedeu-se com 0 branco, que consistiu

apenas da mesma quantidade de substrato e tampéo.
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Os resultados foram expressos em gmol. mg de proteina. (min)™ a
partir da expressao:

AE XVE x FD xVVC
&

VeocidadedaRe agédo =

onde:

AE = variacdo da absorbancia a 234 nm;

VE = volume do extrato enzimatico;

FD = fator de diluicdo;

VC = volume total contido na cubeta;

¢ = 25000 mol.L™ (Absortividade molar dos hidroperéxidos do &cido linoléico a 234 nm).

Atividade especifica de LOX é o numero de unidades de enzima por
miligrama de proteina (LEHNINGER, 1995). Assim, os valores de atividade especifica foram
obtidos dividindo-se os valores de atividade pela concentracdo de proteinas (velocidade da
reacdo/ mg de proteina).

A quantificacdo do teor de proteina no extrato enzimatico foi realizada
pelo método de BRADFORD (1976), onde a concentracdo de proteina sollvel presente nos
extratos foi determinada em triplicata, com albumina de soro bovino (BSA) como proteina
padrdo. A curva padrdo foi obtida através de uma solucdo de BSA (Albumina de Soro Bovino)
em concentragdo final de 1mg.mL™. Tal analise foi realizada no Departamento de Quimica e
Bioquimica do Instituto de Biociéncias de Botucatu — UNESP/SP.

5.2.5- Analise estatistica

Os resultados das analises fisico-quimicas dos grdos de soja e dos EHS
da Fase 1 foram expressos através de médias e desvios padrées. Os dados da andlise da
composi¢cdo quimica centesimal dos EHS da Fase 2 e bioquimica dos gréos de soja e EHS da
Fase 1 e 2 foram submetidos a analise de variancia e as médias foram comparadas pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. As analises foram realizadas no software
MINITAB 16 (MINITAB, 2010).
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6- RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1- Analises quimicas

6.1.1- Composicao quimica centesimal dos gréos de soja irradiados

Os resultados referentes a composicdo quimica centesimal dos
cultivares BRS-213, BRS-258 e EMBRAPA 48 utilizados na producdo do EHS encontram-se
na Tabela 3. Os cultivares Embrapa 48, BRS-258 e BRS-213 apresentaram resultados
préximos entre si para todos os pardmetros observados (matéria seca, cinzas, extrato etéreo,
fibra bruta) com excecdo do teor proteina bruta e carboidratos (Tabela 3). TANGO et al.
(1984) afirmam que composicéo fisico-quimica dos gréos de soja podem variar em funcéo do
cultivar, condi¢des edafo-climaticas, forma de cultivo e tratamento utilizado.

Segundo GROLICHOVA et al. (2004) a energia da irradiacio pode
afetar as trés macromoléculas: proteinas, carboidratos e lipideos. Tais alteracGes podem levar a
transformacdes quimicas como quebra de ligacdes peptidicas, dissulfidicas, pontes de
hidrogénio, bem como liga¢Oes cruzadas das cadeias protéicas. Todas estas alteracdes podem
influenciar a estrutura terciaria das proteinas e suas propriedades fisico-quimicas (CIESLA;
ROOS; GLUSZEWSKI, 2000). Essas modificagbes possivelmente ocorreram na
macromolécula proteina, pois, houve queda do teor proteico quando os graos de soja de cada
cultivar foram submetidos as dosagens de irradiacdo (Tabela 3).
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Para cada cultivar tratado com irradiacdo (intensidades de 2,5; 5,0 e
10,0 kGy) os resultados médios do teor de proteina foram préximos. Entretanto, quando
comparados ao controle, observou-se diminui¢do dos teores protéicos. Baseado no trabalho de
SIDDHURAJU; MAKAR; BECKER (2002), tal fato pode ser discutido em fungdo da
interferéncia da irradiacdo na configuracdo estrutural da macromolécula (proteina) presente
nos grdos de soja. Segundo estes autores, a irradiagdo pode induzir a processos como a
deaminacgdo, quando o amino&cido perde seu grupo amina, pode ocorrer formacdo de NH3 a
qual é volatil, causando assim a reducdo do teor de proteina bruta.

Entretanto, mesmo com a reducdo do teor de proteina bruta apds os
tratamentos de irradiacdo, o grdo ainda apresenta consideravel quantidade de proteina (~32%),
teor proximo ao encontrado por Ciabotti et al. (2006) e Osthoff et al. (2010), 32 % e 32,5 %

respectivamente.

Tabela 3. Concentragdes centesimais dos graos de soja irradiados a 2,5 / 5,0 e 10 kGy e dos

respectivos controle. Valores representam a média (n=3) + desvio padréo.

Paradmetros (%)

*CV  **kGy — - . o 5 -
Matéria seca  Cinzas Proteina  Lipidios  Fibra Bruta Carboidratos
o« Controle 90,25+0,25 5,57+0,01 38,92+0,28 19,21+0,28 17,72+1,14 18,67+0,80
&' 2,5 91,60+0,99 4,34+0,08 32,88+0,70 20,66+0,84 15,27+0,30 26,85+0,88
@ 50 91,80+0,11 5,58+0,05 33,41+0,02 20,99+0,11 15,58+0,68 24,44+0,71
@ 10,0 91,48+0,45 4,53+0,04 33,22+0,21 19,95+0,76 15,92+0,26 26,38+0,72
o Controle 91,75+0,14 5,00+0,01 37,84+0,32 24,19+0,30 17,59+1,09 15,39+0,98
<\,l 2,5 92,60+0,21 5,33+0,02 31,74+0,13 19,21+0,87 17,16+0,76 27,56+0,85
@ 5,0 92,41+0,01 5,22+0,61 32,50+0,39 20,56+0,38 16,06+0,22 26,66+0,49
= 10,0 91,35+0,47 5,28+0,12 31,72+0,52 21,23+1,01 16,42+0,41 26,35+0,44
« Controle 91,20+0,20 4,70+0,01 35,11+0,01 21,62+0,03 16,56+1,00 22,01+0,85
;{ 2,5 92,98+0,14 4,67+0,32 31,10+0,65 21,43+0,10 15,75+0,70 27,05+0,49
E 5,0 92,07+0,60 4,63+0,76 32,42+0,79 20,79+0,04 16,42+0,18 25,74+0,63
10,0 91,68+0,14 5,29+0,34 30,56+0,39 20,45+0,21 16,58+0,37 27,12+0,42

Valores expressos com base na matéria seca. A caracterizacdo foi demonstrada em grupos de cores para cada
cultivar tratado e controle. *CV= Cultivares. **kGy= unidade de dose de irradiagdo gama.

A soja constitui excelente fonte proteica para alimentacdo humana,

nesses ensaios houve variacao de 31 a 39% do teor de proteina bruta (Tabela 3). Esse elevado

teor de proteina apresenta alta digestibilidade (87 a 88 %) além de conter aminoacidos
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essenciais, fatores que agregam a soja grande valor nutricional e econémico (HALL, 1971;
TOLEDO, 2007).

Delincée; Villavicencio; Mancini-Filho (1998) observaram que 0 uso
de radiacdo gama até 10,0 kGy ndo alterou o teor protéico, o valor bioldgico e a
digestibilidade de duas variedades de feijoes Carioca (Phaseolus vulgaris L.) e Macacar
(Vigna unguiculata (L.) Walp), discordando dos resultados apresentados na Tabela 3 para o
teor de proteina, os valores médios do teor proteico reduziram quando os trés cultivares
receberam as dosagens de 2,5/ 5,0 e 10,0 kGy.

FARAG (1998) reporta que os grdos de soja tratados com doses de
irradiacdo até 10,0 kGy mantiveram os teores de umidade, proteina bruta e cinza semelhantes
aos graos in natura (controle), essa declaracdo concorda somente com os resultados médios do
teor de umidade e cinzas encontrados para o cultivar BRS-213, BRS-258 e Embrapa 48
(Tabela 3).

Em relacéo aos carboidratos (Tabela 3) ja era esperado o aumento dos
valores médios, pois houve queda do teor de proteina e para obtencdo de seus resultados o
calculo é feito por diferencga.

Os valores da matéria seca, cinzas, proteinas e lipidios dos cultivares
em estudo foram semelhantes aos valores encontrados na literatura (CIABOTTI, 2006;
MORAES et al, 2006; BOWLES, 2006; TOLEDO et al., 2007), respectivamente.

6.1.2- Minerais

Os artigos referentes ao contetido de minerais em grdos de soja (TSAI
et al., 1981; LIM et al., 1990; SUN; BREENE, 1991; SHEN et al., 1991; CAl et al., 1997;
CAIl; CHANG, 1998; ROSSET, 2007; DA SILVA et al., 2009) fornecem principalmente
dados dos macronutrientes (Ca, Mg, P e K) expressos em base seca. Nestes estudos, 0s autores
encontraram valores variando entre 160 e 410 mg 100 g™ para Ca; 190-330 mg 100 g™ para
Mg; 360-770 mg 100 g* para P e 1910-2040 mg 100 g™ para K. Os grdos dos cultivares
analisados no presente estudo apresentaram contetdo de minerais (Tabela 4) compreendidos
entre 0 minimo e 0 maximo apresentados na literatura. Entretanto, a concentracdo de K foi

inferior aos dados publicados pelos autores citados na frase anterior.
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A variacdo dos resultados para 0 mesmo mineral pode ser discutida de
acordo ao relatado por Liu (1999), o qual argumentou que o contetido de minerais nos graos
de soja pode variar devido a diferenca existente entre as cultivares, as condigdes submetidas
no cultivo e forma de aplicacdo de fertilizantes e suas possiveis concentrac@es utilizadas.

Os resultados do presente estudo (Tabela 4) quanto a concentracdo de
Fe, Zn e Cu situam-se proximos aos valores encontrados por Ciabotti (2006), 7,2-7,9 de Fe,
4,2-4.,6 de Zn, 0,9-1,2 de Cu, expressos na base seca e em mg 100 g,

A concentracdo de K (1.130 - 1.182), Fe (6 - 8) e Ca (247 — 288)
corroboram (Tabela 4) com Amaral (1981) e Oliveira (1981), que relataram que a soja €
importante fonte de minerais como K, Fe e Ca, com destaque para a elevadissima

concentracdo de K, a qual concorre para a manutencao do equilibrio eletrolitico do tecido.

Tabela 4. Concentracfes dos minerais presentes em cultivares de soja. Valores representam a

média (n=3) + desvio padré&o.

Caracterizacdo (mg 100g7)

Minerais Cultivares
BRS-213 BRS-258 Embrapa-48

K 1.168,49+0,01  1.130,03+0,02 1182,15+0,02

P 540,59+0,43 593,47+0,01 573,64+0,02
Mg 382,43+0,03 398,42+0,01 419,52+0,03
Ca 246,97+0,01 287,80+0,01 278,04+0,01
Na 16,86+0,02 17,23+0,01 17,02+0,01
Fe 7,75+0,01 6,02+0,01 6,20+0,01
Zn 4,32+0,01 5,06+0,01 6,41+0,01
Cu 1,38+0,02 1,09+0,04 1,07+0,02

Valores expressos com base na matéria seca.

Para justificar a queda das concentragdes de minerais do EHS (Tabela
5) comparado ao gréo de soja (Tabela 4) destaca-se que durante o processamento dos gréos de
soja para a produgdo do EHS, foi separado o Okara, que contem uma fonte consideravel de
minerais. O’toole (1999) encontrou variagcdes para as concentracdes de minerais do Okara
(mg.100 g) onde a concentracdo de Ca observada foi (260 — 428), Mg (158 — 165), Fe (6,2 —
8,2), Na (16- 18), K (1046 — 1233), Cu (1,1 - 1,2), Zn (3,5-6,4), Mn (2,3 -3,1) e P (396 —
444).
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Mesmo ocorrendo grande diferenca entre as concentracfes de minerais
do gréo de soja (Tabela 4) para 0 EHS (Tabela 5), o EHS apresenta vantagem sobre o gréo por
ser bebida, pois os minerais tornam-se mais biodisponiveis (14 a 76 %), a solucdo permite
maior solubilidade e menor concentracdo de inibidores (SOARES et al., 2004; CASE et al.
2005).

A concentracéo de Ca encontrada nesse estudo (20 a 30 mg 100g™) é
proxima da concentracdo de Ca presente no leite humano (33 mg 100g™) (MORAES,SILVA;
1996), porém a biodisponiblidade do calcio da soja é menor que a do leite humano, isso
porque alguns componentes como a isoflavona e os fitatos podem afetar a sua obsorcdo no
organismo (ZHAO et al., 2005). Dessa forma, criangcas que recebem exclusivamente EHS
devem receber suplementacdo de célcio (LOPES, 2003). Embora, estudo realizado por Casé et
al. (2005) foi concluido que o calcio quelato é o sal mais adequado para fortificacdo de extrato

de soja, devido a sua alta solubilidade.

Tabela 5. ConcentracGes dos minerais presentes em EHS produzido com trés cultivares de

soja. Valores representam a media (n=3) * desvio padrao.

Caracterizacdo (mg 100g™%)

Minerais EHS dos cultivares
BRS-213 BRS-258 EMB.48

K 128,63+0,04 130,39+0,02 123,03+0,04
P 61,93+0,06 62,66+0,12 60,85+0,01
Mg 17,39+0,22 19,60+0,03 15,57+0,03
Ca 20,13+0,02 29,77+0,31 25,82+0,15
Na 0,09+0,01 0,12+0,01 0,10+0,01
Fe 0,25%0,02 0,26%0,05 0,29+0,01
Zn 0,30+0,01 0,57+0,11 0,49+0,10
Cu 0,04+0,01 0,07+0,26 0,07+0,04

Valores expressos com base na matéria Umida

As concentragfes de minerais do EHS podem variar de acordo com 0
processamento utilizado, ou seja, a proporcao soja: dgua. As concentracdes de K (42,2) e P
(82,7) encontradas por Felberg et al. (2004) foram inferiores as encontradas nesse ensaio

(Tabela 5). Porém, alguns resultados coincidiram aos citados na literatura. As concentracdes
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de Fe (0,31) e Mg (14,31) foram semelhantes as encontradas por Felberg et al. (2004). As
concentracdes de Ca encontradas nas cultivares avaliadas se assemelham aos dados citados em
TACO (2011). Em relagéo de Zn e Cu, suas concentragdes (Tabela 5) concordam com Ciabotti
(2006).

6.1.3- Valor energetico (Energia bruta e Energia metabolizavel)

As Tabelas 6, 7 e 8 resumem o valor energético da soja e seus
subprodutos. Como opc¢éo de alimentos menos caloricos, pode-se preparar produtos a partir da
farinha nutritiva obtida pela inddstria que retira o 6leo da soja, tal produto contera pouco teor
de lipidios, elevado conteudo de proteina adequada as necessidades nutricionais de individuos
adultos além de preservar as caracteristicas fisicas e sensoriais (DHINGRA; JOOD, 2001).

Embora a unidade padréo de energia seja o Joule (J), no Brasil, o valor
energético de diferentes produtos alimenticios precisam ser expresso nos rotulos em
quilocaloria (kcal) e quilojoule (kJ) (Tabela 6), declarados em numeros inteiros (BRASIL,
2003).

Tabela 6. Resultados medios da energia bruta do grdo de soja, do okara, do EHS e EHS

liofilizado, seguidos do desvio padréo.

Energia bruta

Cultivar Amostras ] 1
kcal g kJg

® Gréo de soja 5,51+0,21 22,81+0,86
N Okara 4,99+0,01 20,90+0,11
& EHS 0,58+0,08 2.41+0,33
@ EHS-liofilizado 5,44+0,06 22,7020,25
x Grao de soja 5,20+0,06 21,70+0,25
X Okara 5,06+0,04 21,23+0,15
o EHS 0,60+0,13 2,50+0,56
- EHS-liofilizado 5,71+0,02 23,92+0,08
o Gréo de soja 5,36+0,09 22,40+0,29
3 Okara 4,82+0,04 20,25:0,18
= EHS 0,63+0,05 2,62+0,21

EHS-liofilizado 5,59+0,01 23,44+0,01

A energia bruta foi demonstrada em grupos de cores para cada cultivar.
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O EHS apresenta valor energético (energia bruta do alimento) inferior
as outras amostras analisadas (Tabela 6), o que ja era previsto uma vez que foi diluido
(proporgdo 1:6 - soja:agua). Em contrapartida, o grdo de soja, o okara e o EHS-liofilizado
apresentaram valores energéticos semelhantes. Tais resultados demonstram que o
processamento (obtencdo do okara) e a técnica de liofilizagdo ndo interferiram nas
macromoléculas que conferem energia ao alimento. Esta afirmagdo concorda com Marques
(2008) o qual relatou a preservacao das caracteristicas fisicas e nutricionais de frutos tropicais
a partir da liofilizag&o.

Na indastria alimenticia, o valor energético dos alimentos é
majoritariamente determinado através da aplicacdo de um método empirico introduzido no
final do século XIX por Atwater (MERRILL; WATT, 1973; ATWATER, WOODS, 1996)
Este metodo, baseia-se na composicdo nutricional dos alimentos. As quantidades dos
nutrientes (em gramas) usados pelo corpo humano para a obtencdo de energia (proteinas,
lipidos e glicidos) sdo multiplicadas, respectivamente, pelos fatores 4, 9 e 4 (em kcal.g™), para
a obtencdo do valor energético do alimento (SANTOS, 2010). A partir dessa técnica foi
possivel quantificar a energia metabolizavel dos alimentos, no caso do presente trabalho
verificou-se a energia dos diferentes cultivares e dos EHS produzidos com os mesmos (Tabela
7)

O valor energético (energia metabolizavel) do EHS e do gréo de soja
obtido pela Tabela TACO (2011) foi adequado a margem de erro (= 20 %) permitida pela
legislacdo. Entretanto, o valor da energia bruta encontrada para os EHS e gréos de soja foi
além dos valores obtidos pelo calculo da energia metabolizavel, e consequentemente
inadequados ao exigido em Brasil (2003). Esse excedente é representado pela caloria contida
nas fibras, principalmente nas fibras sollveis (fermentesciveis) calculada (SANTOS, 2010).

Os resultados do presente ensaio, 520 a 550 kcal 100g™ (Tabela 6), se
assemelham aos publicados por Rodrigues (2002) em relacdo a energia bruta do grédo de soja
(519 kcal 100g™).

Houve elevada diferenca entre os valores em kcal do gréo de soja e do
EHS (Tabelas 7 e 8). Quando o EHS é produzido, além da soja ser triturada com agua
(diluicao), ocorre a filtracdo, onde o Okara (residuo) é separado do extrato, no qual
consideravel parte da caloria deve ficar retida. Esta informacdo pode ser confirmada pela
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interpretacdo dos resultados obtidos por Silva et al (2006), que verificaram que no Okara

havia 334,10 kcal 100g™, enquanto que no gréo a fonte calérica foi de 451,60 kcal 100g™.

Tabela 7. Comparacdo entre o valor energético obtido pelos valores estimados do célculo
centesimal (energia metabolizavel), energia bruta e Tabela de composi¢do de alimentos e

bebidas (energia metabolizavel), dos EHS e gréos de soja.

Valores Referentes a kcal 100g™
Amostra Energia Limite Limite Energia

*

Metabolizavel (-20%) (+20%)  Bruta Tabela
EHS (BRS-213) 43.28 34,62 51,94 57,59 39,00
EHS (BRS-258) 48,84 39,07 58,61 59,65 39,00
EHS (EMB-48) 49,16 39,33 58,99 62,63 39,00
Gréio (BRS-213) 402,89 32231 48347 551,13 459,00
Grio (BRS-258) 430,63 34450 516,76 519,57 459,00
Grio (EMB-48) 423,06 33845 507,67 536,01 459,00

O valor energético foi demonstrado em grupos de cores para 0 EHS e gréo de soja irradiado. *Tabela estd em
(TACO, 2011).

Os resultados do valor energético mostram-se semelhantes,
independente do tratamento aplicado ao grdo ou ao EHS (Tabela 8). Entretanto, o tratamento
irradiacdo quando comparado ao controle interferiu no valor energético dos trés cultivares de
soja. Essa reducdo da energia metabolizavel pode estar vinculada a reducdo do teor de
proteinas (Tabela 3) ja que a kcal.100g™ (energia metabolizavel) dos grios de soja foram
obtidas pelo calculo da composicéo quimica centesimal.

Os valores encontrados por Maia (2005) (32,54 kcal 100 mL™) e por
Monteiro e Martino (2006) (37,49 kcal 100 mL™) para o EHS foram inferiores aos observados
nesse ensaio (Tabela 8), provavelmente em funcdo da propor¢do soja: agua utilizada no

processamento.
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Tabela 8. Energia metabolizavel dos EHS controle e submetidos a tratamentos fisicos e dos

grdos de soja controle e irradiados.

Tratamentos kcal.100mL " ou g*
Cultivares

BRS-213 BRS-258 Emb48

EHS-Controle 43,28 48,84 49,16
EHS-80 °C 52,27 49,94 52,93
EHS-5,0 *kGy 49,60 49,56 48,31
Gréo- Controle 403,13 430,63 423,10
Grao-2,5 kGy 371,06 380,35 365,15
Grao-5,0 kGy 342,45 360,96 360,63
Grao-10,0 kGy 383,95 379,63 371,37

O valor energético foi desmosntrada em grupos de cores para 0 EHS e gréo de soja irradiado. *kGy= unidade de
dose de irradiagdo ionizante.

6.1.4- Proteina bruta dos EHS tratados

Os resultados dos teores proteicos dos EHS néo se diferenciaram entre
si em fungéo dos tratamentos (Tabela 9). Outrossim, estes valores concordam ao exigido pela
ANVISA, a qual preconiza que os EHS precisam conter no minino 3% de teor de proteina.

Muitos estudos in vitro tém demonstrado que o oxigénio singleto (O,
na forma reativa) oxida lipidios, proteinas, aminoacidos, acidos nucléicos, carboidratos e tiois
(RONSEIN et al, 2006). Desta forma, o uso de antioxidantes em alimentos contribuiu para
retardar ou inibir a oxidacdo das biomoléculas, promovendo a manutencdo da qualidade
nutricional dos mesmos (CHOE; MIN, 2009). Contudo, os resultados obtidos para os EHS
submetidos aos tratamentos antioxidantes demonstraram estabilidade no teor de proteina
(Tabela 9), uma vez que estes colaboram na manutencdo das cadeias proteicas em seus estados
originais, por possuirem a habilidade de unirem-se aos oxigénios singletos, responsaveis pela
ruptura das cadeias (HAYES et al., 2009).
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Tabela 9. Determinacdo do teor de proteina bruta do EHS submetido a tratamentos fisicos e

antioxidantes. Valores representam a média (n=3) + desvio padréo.

Determinacdo de PB%

Tratamentos Cultivares
BRS-213 BRS-258 EMB.48
Controle 4 ,38+0,03 4 37+0,01 4 17+0,07
80°C 4,84+0,04 4.82+0,01 4 54+0,01
85°C 4,93+0,03 4,68+0,01 4,71+0,02
90°C 5,50+0,02 4,91+0,02 4,87+0,03
2,5 kGy* 4,54+0,01 3,67+0,04 4,11+0,03
5,0 kGy 4,63+0,03 3,91+0,05 3,62+0,01
10,0 kGy 4,52+0,06 3,05+0,00 4,75+0,02
Tocoferol-max** 4,81+0,03 4,67+0,08 4,29+0,00
Tocoferol-int*** 4.83+0,05 4 52+0,04 4,16+0,01
Tocoferol-min**** 4 83+0,02 4.66+0,00 4 58+0,01
TBHQ-max 5,34+0,01 5,18+0,01 4,61+0,04
TBHQ-int 4.65+0,06 5,00+0,00 4,86+0,06
TBHQ-min 4.68+0,03 5,00+0,06 4,63+0,02

Valores expressos com base na matéria Umida. O teor de proteina bruta foi demonstrado em grupos de cores
para distinguir o controle do tratamento fisico e antioxidantes. *kGy= unidade de dose irradiacdo ionizante.
**maximo; ***intermediario; **** minimo

A pequena varia¢do no teor de proteina entre os tratamentos pode ser
atribuida a forma de processamento do EHS (artesanal-manual), ou seja, a forca aplicada na
extracdo pode ser diferente a cada vez que o EHS é produzido. No presente ensaio, o EHS foi
produzido na proporcdo 1:6 (soja: &gua), em uma diluicdo que provavelmente determinou
diferencas com resultados encontrados na literatura. Como comparacao, o resultado do teor de
proteina do EHS (3,03%) obtido por Rodrigues (2008) esta aquém aos valores médios
demonstrados pela Tabela 9.

O tratamento térmico (90 °C) para o cultivar BRS-213 contribuiu com
aumento do teor proteico (5,50 %) comparado ao controle (4,38 %). Por ser o tratamento com
temperatura mais elevada entre os tratamentos térmicos, estima-se que este fator favoreceu
para maior evaporagdo e ao consequente aumento do teor de solidos soltveis (Tabela 9).

A solubilidade de uma proteina é a manifestacdo termodindmica do
equilibrio entre a interacdo proteina-proteina e proteina-solvente e esta relacionada ao seu

balanco de hidrofilicidade/hidrofobicidade. As principais interagdes que influenciam na
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solubilidade das proteinas sdo de natureza hidrofébica e idnica. Interagdes hidrofobicas
promovem ligacOes proteina-proteina que resultam em um decréscimo de solubilidade.
Enquanto interagdes ibnicas promovem ligacGes proteina-agua e resultam em um aumento da
solubilidade (DAMODARAM, 1996), a cultivar que melhor representou esse fenémeno foi a
EMB.48 irradiada a 10,0 kGy (Tabela 9).

Modificacdes estruturais da proteina, como aumento da hidrofilicidade
e reacdo de deaminacdo, promovidos pela irradiagdo sdo possivelmente responsaveis pela sua
maior solubilidade (DOGBEVI; VACHON; LACROIX, 2000). Porém, nesse trabalho, a
irradiacdo ndo induziu a maior solubilidade, pois o teor de proteina ou manteve-se semelhante
ou mais reduzido que o controle. A maior reducdo do teor proteico foi representada pelo EHS
produzido pelo cultivar BRS-258 que foi submetido a dosagem de irradiagdo gama de 10,0
kGy (3,05 %) onde seu controle era de 4,37 % (Tabela 9). Essa queda no teor de proteina
possivelmente esta relacionada com a formacdo de NH3 induzida pela irradiacdo, o que foi

observado também para grao de soja irradiado (Tabela 3).

6.1.5- Composi¢do quimica centesimal do EHS (Fase 2)

Nesta Fase, os EHS produzidos com cada cultivar de soja (BRS-213,
BRS-258 e EMB.48) receberam tratamentos fisicos de irradiagdo e temperatura aliados ao
tratamento antioxidante (adigcdo de tocoferol em quantidade méxima permitida pela ANVISA).
Os tratamentos selecionados em fungdo da analise estatistica da Fase 1 e utilizados para a Fase
2 foram os que demonstraram maior reducdo da atividade especifica de LOX, conforme se
observou nas Tabelas 15 a 23. As Tabelas de 10 a 12 expressaram a caracterizacao
(composicdo quimica centesimal) do EHS para cada cultivar (controle) em relacdo aos
tratamentos aplicados (Fisico + Antioxidante).

Os teores de cinzas encontrados nos EHS tratados foram superiores
aqueles presentes nos EHS controle, resultado consequente da adigdo de tocoferol. Ressalta-se
que os valores observados entre os tratamentos aplicados ao EHS-BRS-213 para todos os
pardmetros da composi¢do quimica centesimal ndo apresentaram diferenca significativa
(Tabela 10).
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Os valores médios foram superiores para o teor de proteina e lipidios
dos EHS produzidos com o cultivar BRS- 213 que foram submetidos a tratamentos fisicos
(Irradiagdo e Térmico) quando comparados ao controle (Tabela 10). Esses resultados
concordam com Mendes et al. (2004) que relataram que o processamento térmico adequado

aumenta a solubilidade e a digestibilidade protéica, da fibra e dos lipidios.

Tabela 10. Caracterizagdo quimica centesimal dos EHS produzidos com os cultivares BRS-
213, BRS-258 e EMB.48 e submetidos a tratamentos fisicos (irradia¢do-5,0 kGy e térmico-80

°C) com suplementacéo de tocoferol (toc).

Tratamentos Parametros (%)
EHS
Fisicos+toc ~ Umidade  Cinzas Proteina Lipidios  Carboidratos
) Controle 91,10a 0,56 b 438D 2,25Db 1,40 b
2 5,0 kGy* 89,63 b 0,82a 470 a 2,76 a 1,49 ab
______ m ... 80°C ___898b__ 08a_ ___48a __ 291a _ 166a _
3 Controle 90,28 0,57 4,37 2,75 1,72
% 5,0 kGy* 89,32 0,75 4,62 2,72 1,65
e 802C 89,78 ! 079 . 445 286 163
© Controle 90,27 0,56 ¢ 4,17 be 2,80 Db 1,82
% 5,0 kGy* 89,83 0,86 a 4,14 c 2,75b 1,75
80 °C 89,63 0,73b 4,42 a 3,09a 1,86

Valores expressos com base na matéria seca. Médias seguidas de letras diferentes na coluna indicam diferenca
significativa pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade para cada cultivar. *kGy= unidade de dose de
irradiacdo ionizante.

Os teores de proteina bruta para todos os EHS estdo adequados ao
exigido pela legislacdo brasileira, a qual exige que o EHS contenha no minimo 3% de proteina
bruta.

O EHS produzido por cada cultivar demonstrou elevado teor de

proteina bruta (~ 4,50 %), a qual é caracterizada por possuir boa digestibilidade, tal afirmacao
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foi confirmada pelos resultados de Felix (2005) que observou em gréos de soja tostados 93 %
de digestibilidade. Assim como, Wang et al. (1997) obteve 86,46 % da digestibilidade da
proteina apés autoclavar (121 °C) o EHS por 5 minutos.

O parametro umidade apresentou valores significativamente diferentes
entre o EHS controle com o EHS submetido aos tratamentos, ambos produzidos com o
cultivar BRS-213 (Tabela 10). Em consequéncia, os valores para solidos solUveis aumentaram
(representados pelos carboidratos, proteinas, lipidios e cinzas).

Para os EHS- BRS-258 houve estabilidade entre os resultados dos
tratamentos e o controle para todos os pardmetros da composi¢do quimica centesimal, com
valores néo significativos.

Em relacdo aos resultados obtidos pelos EHS produzidos com o
cultivar BRS-258 e EMB.48 observou-se que a irradiacdo nao interferiu na solubilidade da
proteina presente nos grdos de soja dos dois cultivares, apresentando valores médios
semelhantes entre os tratamentos fisicos e o controle, sem diferenca significativa. Esses dados
discordam de Dogbevi; Vachon; Lacroix (1999) que encontraram em seus resultados aumento
da solubilidade da proteina devido a conversdo dos grupos aminas em grupos hidrofilicos ao
irradiarem o gréao de soja do EHS.

Da mesma forma, os tratamentos aplicados ndo induziram diferenca
significativa para umidade e carboidratos do EHS- EMB.48. Em contrapartida, houve aumento
do teor de lipidios e proteina no EHS com tratamento térmico (80 °C). Contudo, ressalta-se
gue o processamento hidrotérmico do EHS além de eliminar fatores antinutricionais
termolabeis pode provocar ruptura da parede celular do grédo de soja liberando a proteina e o0s
lipidios complexados, responsavel pelo maior teor de ambos. Entretanto, o tratamento térmico
pode provocar também a reacdo de Maillard e desnaturacdo protéica pelo excesso de calor
(Haythornthwaite, 1986; HEIDENREICH, 1994).

6.2- Analise Bioquimica
Os resultados demonstraram que usar a irradiacdo, independente da

dosagem aplicada aos grdos de soja, induziu a queda da atividade especifica da
lipoxigenase(Tabelas 11, 12, 13, 16, 17, 22, 23, 24 e 25). A reducdo da atividade especifica de
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LOX por irradiacéo foi reflexo dos mecanismos de acdo da radiacdo gama, que envolveu trés
processos principais: efeito fotoelétrico, producdo de pares e efeito Compton (URBAIN,
1986)..

6.2.1-Atividade especifica de LOX em gréos de soja

Os resultados demonstraram que surtiu efeito as diferentes dosagens de
irradiacdo sobre a atividade especifica de LOX (Tabelas 11 e 12) nos trés cultivares de soja
estudados (BRS-213, BRS-258 e EMB.48).

O cultivar BRS-213 (livre de LOX) apresentou atividade de LOX
reduzida quando comparado aos outros cultivares controle (BRS-258 e EMB.48) que a partir
dos resultados confirmaram a presenca da LOX (Tabela 11).

Os tratamentos irradiacdo (2,5/ 5,0 e 10,0 kGy) induziram a reducdo de
atividade especifica de LOX nos cultivares BRS-258 e EMB.48. A relacdo dosagem-atividade
foi inversamente proporcional, j& que com o aumento da dosagem de irradiagdo gama houve
queda da atividade especifica de LOX. Embora os resultados médios se mostrassem
decrescentes a partir do controle para a maior dosagem (10 kGy) ndo houve diferenca
significativa entre os valores de atividade do tratamento 2,5 e 5,0 kGy para o cultivar BRS-
258 e 5,0 e 10,0 kGy para o cultivar EMB.48.

Tabela 11. Atividade especifica de LOX (ymol mg de proteina min™) em trés cultivares de soja

(controle) e em graos irradiados.

Atividade de LOX

Dosagem (*kGy) Cultivares
BRS-213 BRS-258 EMB-48
Controle 0,0125 a 1,6883 c 1,5068 c
2,5 0,0261 b 0,9911 b 0,8565 b
5,0 0,0170 a 0,9613 b 0,4696 a
10,0 0,0234 b 0,3327 a 0,2826 a

Médias seguidas de letras diferentes na coluna indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade. *kGy= unidade de dose de irradiagao ionizante.
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As distintas dosagens de irradiacdo ndo interferiram na porcentagem
de reducdo da atividade especifica de LOX apresentada pela cultivar BRS-213 (Tabela 12).
Entretanto, as maiores porcentagens de reducdo da atividade foi observada para o tratamento
10 kGy com 79,68 % (BRS-258) e 81,91 % (EMB.48). Contudo, esses resultados confirmaram
o que foi relatado por Souza; Neto (2006), que a irradiacdo pode afetar a proteina do grdo de
soja, sendo que a LOX perfaz um total de 2 % da mesma (OOMAH et al., 1994). A irradiacéo
é capaz de transformar a estrutura de moléculas, pois a mesma induz ao o efeito Compton que
é o principal mecanismo de transferéncia de energia em alimentos irradiados. Neste processo,
um foton incidente interage com o 4tomo e transfere sua energia, provocando a expulsdo de
elétrons. Os elétrons deslocados de seus orbitais contém energia suficiente para causar
excitagdo e ionizacdo de atomos adjacentes. A radiacdo penetra profundamente no alimento e,
por meios fisicos, interage com atomos e moléculas, provocando transformagdes quimicas e
bioldgicas (URBAIN, 1986).

Tabela 12. Porcentagem de reducédo da atividade especifica de LOX do gréo de soja submetido

a diferentes dosagens de irradiagéo.

% Reducéo

Dosagem (*kGy) Cultivares
BRS-213 BRS-258 EMB-48
2,5 - 39,47 45,17
5,0 - 41,9 69,94
10,0 - 79,68 81,91

*KkGy= unidade de dose de irradiacdo ionizante.

A inibicdo da atividade especifica de lipoxigenases € importante para
industria alimenticia, j& que esta enzima € uma das principais responsaveis pela limitacdo de
alimentos a base de soja (KITAMURA et al., 1983), porém quando se irradiou 0s graos
ocorreu apenas a reducgdo da atividade especifica de LOX (Tabela 12) o que ndo é o suficiente

para eliminar o sabor caracterizado por beany flavor (sabor de feijdo cru ou verde).
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6.2.2- Atividade especifica de LOX em EHS (Fase 1)

Na Fase 1, trabalho preliminar, os tratamentos aplicados aos EHS
produzidos por diferentes cultivares surtiram efeitos sobre a atividade especifica de LOX, que
foram apresentadas em forma de resultados medios nas Tabelas 13 a 21. Através dessa fase
foram selecionados os tratamentos da fase 2, como explicado no item 5.2 e subitem 6.1.5.

A Tabela 13 apresentou porcentagens de redugdo proximas a 100%
para todos os cultivares (BRS-213. BRS-258 e EMB.48) e independente da variacdo dos
tratamentos térmicos (80, 85 e 90°C).

Tabela 13. Porcentagem de reducdo da atividade especifica de LOX do EHS produzido com

trés cultivares de soja e submetido a tratamentos fisicos e antioxidantes.

% Redugéo

Tratamentos Cultivares
BRS-213 BRS-258 EMB-48
80 98,92 99,94 100,00
Térmico (°C) 85 31,74 99,91 100,00
90 87,65 100,00 100,00
2,5 92,05 37,52 19,68
Dosagem (*kGy) 5,0 19,09 35,37 46,87
10,0 30,92 39,63 46,00
Max 96,20 49,57 37,42
**Tocoferol (%) Int 69,66 29,29 46,10
Min 55,37 37,37 41,00
Max 98,95 33,52 41,51
**TBHQ (%) Int 83,76 36,18 40,60
Min 68,61 33,95 50,95

*kGy= unidade de dose de irradiacdo ionizante.**Tocoferol e **TBHQ (Butil Hidroquinona Terciaria) sdo
antioxidantes que possuem limites de quantidades para serem adicionados em EHS (BRASIL, 2000).

Com relacdo ao tratamento irradiacdo, a dosagem que mais influenciou
na reducédo da enzima (LOX) foi a de 2,5 kGy (92,05 %) para o cultivar BRS-213, a de 5,0
kGy (46,87 %) para o cultivar BRS-258, e a de 10,0 kGy (39,63 %) para o cultivar EMB.48
(Tabela 13).
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Os valores médios obtidos pelos trés cultivares para atividade
especifica de LOX demonstraram que o tratamento térmico € eficiente para inibi-la, sendo que

as maiores médias de reducdo foram obtidas para 0 EHS-EMB.48 (Tabela 14).

Tabela 14. Atividade especifica de LOX (ymol mg de proteina. min™) de EHS produzidos com
trés cultivares e submetido a tratamentos térmicos.

Atividade de LOX

Cultivares Térmico (°C)
80 85 90
BRS-213 0,0002 a 0,0167 b 0,0030 a
BRS-258 0,0044 ab 0,0065 b 0,0004 a
EMBA48 0,0002 a 0,0002 a 0,0004 a

Médias seguidas de letras diferentes na linha indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade.

Para os EHS-BRS-213 e BRS-258 os tratamentos 80 °C e 90 °C néo
apresentaram diferenca significativa (Tabela 14). Concordando com a Tabela 15 a qual
demonstra que independente dos cultivares, os tratamentos 80 °C e 90 °C ndo foram
significativos. Dessa maneira, o tratamento 80 °C foi o selecionado para fase 2, uma vez que 0

mesmo seria mais economicamente viavel para a indUstria alimenticia.

Tabela 15. Atividade especifica de LOX (gmol mg de proteina min %) de EHS a partir das

médias obtidas pelos trés cultivares, variando apenas as temperaturas.

Temperatura (C°) Atividade de LOX
80 0,0016 a
85 0,0078 b
90 0,0013 a

Médias seguidas de letras diferentes na coluna indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade.
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Tabela 16. Atividade especifica de LOX (ymol. mg de proteina. (min)™) de EHS a partir das
médias obtidas pelos trés cultivares, variando apenas as dosagens de irradiacao.

Dosagem (*kGy) Atividade de LOX
2,5 3,2501
5,0 2,7423
10,0 2,6291

N&o significativo. *kGy= unidade de dose de irradiacdo ionizante.

O aumento das dosagens de irradiacdo reduziu levemente a atividade
especifica de LOX dos EHS produzidos com os trés cultivares, ndo ocorrendo diferenca
significativa entre os resultados (Tabela 16). Entretanto, na Tabela 17 foi observado que o
resultado obtido pela dosagem de 2,5 kGy foi diferente dos valores apresentados pelas
dosagens 5,0 e 10,0 kGy para o EHS-BRS-213. Como o cultivar BRS-213 é livre de
lipoxigenase, foi selecionada a dosagem que reduziu a atividade especifica de LOX do EHS-
EMB.48, ja que ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos do EHS produzido com
0 EHS- BRS-258. Portanto, como ndo ocorreu diferenca entre os resultados dos tratamentos
5,0 e 10,0 kGy para o EHS- EMB.48, fixou-se para fase 2 a dosagem de 5,0 kGy.

Tabela 17. Atividade especifica de LOX (ymol mg de proteina min™) de EHS produzidos com
trés cultivares submetidos a dosagens distintas de irradiacdo gama.

Atividade de LOX

Cultivares Dosagem (*kGy)
2,5 5,0 10,0
BRS-213 0,0020 a 0,0196 b 0,0164 b
BRS-258 4,0506 a 4,4188 a 4,0589 a
EMBA48 5,6982 a 3,7874 b 3,8121 b

Médias seguidas de letras diferentes na linha indicam diferenga significativa pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade. *kGy= unidade de dose de irradiacdo ionizante.
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Tabela 18. Atividade especifica de LOX (nmol mg de proteina min™) de EHS produzidos com

trés cultivares e adicdo de diferentes quantidades de tocoferol (toc).

Atividade de LOX

Cultivares Quantidades de toc*
Méaxima Intermediaria Minima
BRS-213 0,0009 a 0,0070 b 0,0103 b
BRS-258 3,3922 a 4,6550 b 4,1226 b
EMBA48 4,4396 a 3,8977 a 4,3377 a

Médias seguidas de letras diferentes na linha indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade. *toc é um antioxidante que possui limite de quantidade para ser adicionado em EHS (BRASIL,
2000).

N&o houve diferenca significativa entre as quantidades de tocoferol
para atividade especifica de LOX do EHS- EMB.48 (Tabela 18). Da mesma forma esse efeito
foi verificado para o antioxidante TBHQ no EHS- BRS-258 e EMB.48 (Tabela 19). A
atividade especifica de LOX demonstrou maior reducdo quando se adicionou ao EHS- BRS-
213 e BRS-258 a quantidade méaxima de tocoferol (Tabela 18). O mesmo aconteceu para o
EHS- BRS-213, porém com a quantidade mé&xima de TBHQ (Tabela 19). Tais resultados
evidenciam que a quantidade méxima foi selecionada para fase 2.

O EHS- BRS-258 tratado com a quantidade méxima de tocoferol
(49,57%) e intermediaria de TBHQ (36,18%) apresentou maxima reducdo da LOX. Por outro
lado, a maior redugéo de LOX do EHS- EMB.48 ocorreu quando se adicionou a concentragao
intermediaria de tocoferol (46,10%) e minima de TBHQ (50,95%) (Tabela 13).

Tabela 19. Atividade especifica de LOX (nmol mg de proteina min™) de EHS produzidos com
trés cultivares e adicéo de diferentes quantidades de TBHQ.

Atividade da LOX

Cultivares Quantidades de TBHQ*
Méaxima Intermediéria Minima
BRS-213 0,0005 a 0,0038 b 0,0073 ¢
BRS-258 44716 a 4,2924 a 44430 a
EMB48 4,1494 a 4,2139 a 4,1523 a

Médias seguidas de letras diferentes na linha indicam diferenga significativa pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade. *TBHQ (Butil Hidroquinona Terciaria) é um antioxidante que possui limite de quantidade para ser
adicionado em EHS (BRASIL, 2000).
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Independente dos cultivares estudados, a variacdo das quantidades de
antioxidantes (Tocoferol e TBHQ) interferiu de maneira semelhante na redugéo da atividade

de LOX, uma vez que os resultados ndo tiveram diferenca significativa (Tabela 20).

Tabela 20. Atividade especifica de LOX (ymol mg de proteina min™) de EHS a partir das
médias obtidas pelos trés cultivares, variando o tipo (natural-Toc ou sintético-TBHQ) de

antioxidante.

Quantidades de Antioxidantes Atividade de LOX

Toc* TBHQ*

Méaxima 2,6111 2,8742
Intermediaria 2,8530 2,8374
Minima 2,8243 2,8680

Auséncia de letras na linha= resultado ndo significativo. *toc e *TBHQ (Butil Hidroquinona Terciaria) sdo
antioxidantes que possuem limites de quantidades para serem adicionados em EHS (BRASIL, 2000).

A partir da Tabela 21 observou-se que o tocoferol reduziu
significativamente a atividade especifica de LOX quando adicionado ao EHS. Este resultado
justificou que o tocoferol teve maiores resultados de reducdo da atividade da LOX, sendo
diferente em funcédo da concentracdo (Max., int. e min) para EHS-BRS-258, EMB.48 e BRS-
258, respectivamente. Enquanto o TBHQ, por outro lado, demonstrou reducdo da atividade
apenas quando adicionado nos EHS-BRS-213 nas quantidades maxima e intermediaria.

Portando foi selecionado para Fase 2 o tocoferol sendo adicionado aos
EHS na quantidade mé&xima permitida pela legislacao.
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Tabela 21. Influéncia da quantidade de Tocoferol e TBHQ na reducdo da atividade de

lipoxigenase de EHS produzido por trés cultivares distintos.

Atividade de LOX

Quantidades Antioxidantes Cultivares
BRS-213 BRS-258 EMB-48
.. Tocoferol* 0,0009 b 3,3922 a 4.4396 a
Maximo
TBHQ** 0,0005 a 44716 b 4,1494 a
. Tocoferol 0,0070 b 46550 a 3,8977 a
Intermediario
TBHQ 0,0038 a 42924 a 42139 b
.. Tocoferol 0,0103 a 41226 a 4 33777 a
Minimo
TBHQ 0,0073 a 44430 b 4,1523 a

A estatistica foi realizada dentro de cada grupo de cor que se refere a quantidade de *Tocoferol e **TBHQ para
cada cultivar. Médias seguidas de letras diferentes na coluna indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey ao
nivel de 5 % de probabilidade. *Tocoferol e *TBHQ (Butil Hidroquinona Terciaria) sdo antioxidantes que
possuem limites de quantidades para serem adicionados em EHS (BRASIL, 2000).

6.2.3- Atividade especifica de LOX em EHS (Fase 2)

A partir dos resultados obtidos na Fase 1, delineou-se os tratamentos
que seriam aplicados aos EHS da Fase 2. Seguem nas Tabelas 22 a 24 os resultados obtidos da
atividade especifica de LOX em EHS produzido com os cultivares BRS-213, BRS-258 e
EMB.48 apds aplicagdo de tratamentos fisicos + antioxidante. Nas Tabelas 25 e 26 comparou-
se os efeitos ocasionados pelos tratamentos fisicos da Fase 1 com os tratamentos fisicos +
antioxidante da Fase 2 sobre a atividade especifica de LOX em EHS produzidos com o0s
diferentes cultivares.

A vantagem do tratamento térmico a 80°C foi que além de inibir a LOX
(Tabela 22), ocorreu a preservacao de caracteristicas nutricionais do alimento (Tabela 10). Em
contrapartida, essa temperatura foi especifica para degradar apenas alguns grupos de
microorganismos, como o0s psicrofilos e mesofilos ndo esporulados, ndo eliminando 0s
termofilos e formas esporuladas (EVANGELISTA, 2000). Antagonicamente, o tratamento
irradiacdo estende a vida atil em produtos consumidos in natura ou processados, prevenindo
problemas fitossanitarios por eliminar os insetos e microorganismos (THAKUR; SINGH,
1995).
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Tabela 22. Porcentagem de reducgdo da atividade especifica de LOX do EHS submetido a

tratamentos fisicos (irradiacdo e térmico) suplementados com tocoferol (toc).

% Redugéo

Cultivares Tratamentos fisicos + toc
5,0 kGy* 80°C
BRS-213 98,7171 99,8676
BRS-258 66,8801 99,996
EMB 48 66,7127 99,999

*kGy= unidade de dose de irradiagdo ionizante.

A irradiacdo contribuiu com aproximadamente 67 % da reducdo da
LOX nos EHS-BRS-258 e EMB.48 (Tabela 22) do presente ensaio, o que provavelmente ndo
seria suficiente para manter a qualidade sensorial do EHS, j& que os 33 % de LOX restantes
poderiam causar a rancifica¢do por hidroperoxidacao lipidica (SELL, 1988).

Os EHS submetidos aos tratamentos fisicos (Irradiacdo ou Térmico) +
antioxidante apresentaram reducdo da atividade especifica de LOX, sobretudo para o
tratamento térmico. O tratamento térmico + tocoferol foi mais eficiente que o tratamento
irradiacdo + tocoferol, inibindo aproximadamente 100% da enzima nos EHS produzidos pelas
trés cultivares (Tabelas 22 e 23). Todavia, Maia et al. (2006) relatou que grdos de soja

aquecidos por 7 minutos a 97 °C, atingiu valores de 86 % de inativagdo maxima.

Tabela 23. Atividade especifica de LOX (ymol mg de proteina min™) de EHS produzido com
trés cultivares que foram submetidos a tratamentos: irradiacdo com tocoferol e térmico com

tocoferol (toc).

Atividade da LOX

Tratamentos Cultivares
BRS-213 BRS-258 EMB-48
Controle 0,0244 b 6,7349 ¢ 7,2174 ¢
5,0 kGy* + toc 0,0004 a 2,2156 b 2,3570 b
80 °C + toc 0,0000a 0,0003 a 0,0001 a

Médias seguidas de letras diferentes na coluna indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey ao nivel de 5 %
de probabilidade. *kGy= unidade de dose de irradiacdo ionizante.
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A Tabela 23 demonstrou que ocorreu diferenga significativa entre os
tratamentos e o controle para os EHS- BRS-258 e EMB.48. Para estes, os resultados
confirmaram que houve queda da atividade especifica de LOX quando comparou oS
tratamentos entre si e o controle. Ja para o0 EHS- BRS-213 foi observado que os tratamentos
ndo diferiram significativamente, havendo apenas diferenca dos tratamentos com o controle.

Independente dos tratamentos, 0 EHS-BRS-213 manteve a atividade
especifica da LOX reduzida, o que ja era esperado, considerando-se que esse cultivar
selecionado ndo expressa o gene da LOX. Assim, 0 uso desse cultivar foi Gtil como referéncia
para observar as possiveis quedas ou inibicdo das atividades da enzima nos cultivares que
apresentaram a LOX (Tabelas 23 a 26).

Houve diferenca significativa da atividade especifica de LOX entre 0s
EHS obtidos pelos diferentes cultivares tratados a 80°C + tocoferol. Entretanto o tratamento
irradiacdo + tocoferol apenas diferiu 0 EHS- BRS-213 em relacdo aos EHS- BRS-258 e
EMB.48, o que era previsivel ja que o cultivar BRS-213 € livre naturalmente de LOX (Tabela
24).

Tabela 24. Comparacdo da atividade especifica de LOX (ymol mg de proteina min™) entre os
EHS produzidos com trés cultivares que foram submetidos a tratamentos: irradiagdo com

tocoferol e térmico com tocoferol (toc).

Atividade de LOX

Cultivares Tratamentos
5,0 KGy* + toc 80°C + toc
BRS-213 0,0004 a 0,0000a
BRS-258 2,2156 b 0,0003c
Emb. 48 2,3570b 0,0001b

Médias seguidas de letras diferentes na coluna indicam diferenga significativa pelo teste de Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade. *kGy= unidade de dose de irradiacdo ionizante.
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Em todos os cultivares houve maior reducdo da atividade especifica de
LOX quando se adicionou o tocoferol nos EHS produzidos por grédos irradiados. Para as
cultivares que apresentaram a LOX (BRS-258 e EMB.48) foram demonstrados valores médios
que diferiram significativamente quando se comparou 0 EHS controle com os EHS tratados e

0s tratamentos entre si (Tabela 25).

Tabela 25. Atividade especifica de LOX (ymol mg de proteina min™) de EHS produzido com

trés cultivares que foram submetidos ao tratamento irradiacdo e irradiacdo com tocoferol (toc).

Atividade da LOX

Tratamentos Cultivares
BRS-213 BRS-258 EMB-48
Controle 0,0244 b 6,7349 ¢ 7,2174 ¢
5,0 kGy* 0,0196 b 4,4188 Db 3,7874 b
5,0 kGy+ toc 0,0004 a 2,2156 a 2,3570 a

Médias seguidas de letras diferentes na coluna indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade. *kGy= unidade de dose de irradiagao ionizante.

O tratamento 5,0 kGy (Fase 1) reduziu a atividade especifica de LOX
em 35,37 % para 0 EHS- BRS-258 e 46,87 % para o0 EHS- EMB.48 (Tabela 13). Entretanto ao
se adicionar tocoferol aos EHS produzidos por gréo irradiados a 5,0 kGy ocorreu uma reducao
da atividade de aproximadamente 67% para ambas cultivares (Tabela 22). A diferenca entre o
tratamento 5,0 kGy com o tratamento 5,0 kGy + tocoferol conferiu ao EHS um aumento de
31,51 pontos percentuais para o cultivar BRS-258 e 19,84 pontos percentuais para o cultivar
EMB.48 de reducéo da atividade especifica de LOX.

Adicionar o tocoferol ao EHS contribuiu na reducdo da atividade de
LOX (Tabela 25). Tal observacdo pode ser justificada pela literatura a qual relatou que a
bioatividade dos compostos fendlicos (tocoferol) pode estar relacionada com o potencial
antioxidante, aos quais sdo atribuidas caracteristicas como quelar metais, inibir a lipoxigenase
e sequestrar radicais livres (SCHUBERT, 1999). A func¢éo do tocoferol como antioxidante € a
de doar seus atomos de hidrogénio fendlicos aos radicais livres lipidicos, interrompendo a
propagacao em cadeia (RAMALHO; JORGE, 2006).
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Por outro lado, Lea e Ward citados por Warner et al.(2003) sugerem
gue a atividade antioxidante relativa dos tocoferdis depende de varios parametros, incluindo
temperatura, composicao e forma da gordura (liquida, emulséo) e concentragdo utilizada.

Os resultados presentes na Tabela 26 confirmam que o tratamento
térmico foi capaz de inativar a LOX, independente da adi¢do de tocoferol, uma vez que 0s
resultados ndo diferiram significativamente entre os tratamentos.

Tabela 26. Atividade especifica de LOX (ymol mg de proteina min™) de EHS produzido por

trés cultivares que foram submetidos ao tratamento térmico e térmico com tocoferol (toc).

Atividade da LOX
Tratamentos Cultivares
BRS-213 BRS-258 EMB-48
Controle 0,0244 b 6,7349b 7,2174b
80 °C 0,0002 a 0,0044 a 0,0002 a
80°C + toc* 0,0000 a 0,0003a 0,0001 a

Meédias seguidas de letras diferentes na coluna indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade.
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Concluiu-se que os tratamentos aplicados, independente da cultivar
de soja, ndo alteraram a composic¢do quimica centesimal dos graos

nem e dos EHS.

Todos os tratamentos influenciaram na reducdo da atividade
especifica de LOX, porém o tratamento térmico (fasel) e térmico +
tocoferol (fase2) foram capazes de inibir 100% da atividade da
LOX.

. A variacdo de dosagem de irradiacdo ndo contribuiu com a

solubilidade da proteina presente no grdo de soja, pelo contrério,
foi o Unico tratamento que demonstrou menores teores de proteina

quando comparado ao controle e aos outros tratamentos.

Em suma, pode-se concluir que somar o antioxidante (tocoferol) ao
tratamento irradiagdo influenciou na maior reducdo da atividade
especifica de LOX ao se comparar com o tratamento irradiacdo da

fase 1 para os EHS produzidos com os trés cultivares.
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