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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo estudar os efeitos da irradiacdo e do tempo de
armazenamento na composicao quimica de graos de soja e funcionais de seus isolados
protéicos. Os graos de soja foram divididos em quatro lotes, sendo que dois foram
irradiados em fonte de ®Cobalto, com doses de 2,0 ou 5,0 kGy, um lote foi irradiado em
acelerador de elétrons com dose de 2,0 kGy e um lote foi utilizado como controle (ndo
irradiado). Os lotes foram armazenados por um periodo de 12 meses. A cada quatro
meses, uma porcao de cada lote foi retirada para producdo laboratorial de farinhas
desengorduradas (FDSs) e isolados protéicos (IPSs). A composicao centesimal nos graos,
FDSs e IPSs foi determinada. Nos graos foram analisados a atividade de agua, teor de
isoflavonas e atividade antioxidante (IA) e nas FDSs, os teores de fitato e inibidores de
tripsina (IT). O teor de acidez foi avaliado nos 6leos obtidos do desengorduramento das
farinhas. As caracteristicas estruturais das proteinas dos IPSs obtidos foram avaliadas por
andlises de eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de sédio
(SDS-PAGE) em condigbes nao redutoras, das proteinas solUveis em diferentes sistemas,
calorimetria diferencial de varredura (CDV), grupos sulfidrila livres (SH), fluorescéncia
intrinseca (Fl), cromatografia liqlida de alta eficiéncia de fase reversa (CLAE-FR) e
cromatografia liglida de alta eficiéncia de exclusao molecular (CLAE-EM). As propriedades
funcionais avaliadas foram: solubilidade, gelificacdo, capacidade de retencao de agua
(CRA), capacidade emulsificante (CE), indice de atividade emulsificante (IAE) e
estabilidade de emulsdo (EE). O teor das isoflavonas totais e o indice de antioxidacao,
analisados nos graos, nao diferiu significativamente (p>0,05) e permaneceu estavel ao
longo do armazenamento, independente do tipo ou dose de radiagdo. No entanto, houve
aumento das concentragdes relativas dos p-glicosideos e diminuicdo dos malonil
glicosideos ao longo do armazenamento. O teor de acidez aumentou em até 81,6% no
6leo de graos irradiados com dose de 5 kGy e armazenados por doze meses. As FDSs de
graos irradiados apresentaram os menores valores dos inibidores de tripsina e fitato. As
andlises de calorimetria diferencial de varredura, fluorescéncia intrinseca e cromatografia
liqglida de alta eficiéncia de exclusdo molecular indicaram nao ter ocorrido alteragdes
estruturais importantes nos isolados protéicos devido a irradiagdo ou ao armazenamento.
Entretanto, os grupos sulfidrila livres aumentaram nos IPSs de gréos irradiados, mas
sofreram pouca alteragéo ao longo dos 12 meses de armazenamento. Houve aumento da
propor¢ao relativa de fragoes hidrofébicas observadas por CLAE-FR em todos os isolados
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apdés quatro meses de armazenamento dos graos. Os IPSs de graos irradiados
apresentaram maior solubilidade protéica e capacidade emulsificante, enquanto que a
estabilidade de emulsdo e o indice de atividade emulsificante n&o diferiram
significativamente (p>0,05). Os valores de dureza e capacidade de retencao de agua dos
géis dos IPSs néao diferiram significativamente (p>0,05) em funcdo do tratamento
empregado. No entanto, os géis dos IPSs de graos armazenados tiveram maiores valores
de dureza. Os valores coesividade e elasticidade dos géis dos isolados, independente da
dose e tipo de radiacdo, nao diferiram significativamente (p>0,05). Nas condicoes
estudadas, as radiagcbes gama com doses de até 5 kGy e de feixe de elétrons com dose
de 2 kGy podem ser utilizadas sem prejuizo as propriedades quimicas de graos e

funcionais de seus isolados protéicos, durante o armazenamento.

Palavras-chave: irradiagdo gama, acelerador de elétrons, graos; isolado protéico de soja,

estocagem, propriedades funcionais; proteinas.
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SUMMARY

The aim of this work was to study the effects of both irradiation and storage on the
chemical composition of soybean grains and on the physicochemical and functional
properties of their protein isolates. The soy grains were divided into four lots, two of them
were irradiated with of ®°Cobalt source in doses of 2.0 or 5.0 kGy, a third one was irradiated
with an electron beam at 2.0 kGy and another was used as control (non-irradiated). All the
lots were stored for a maximum of 12 months. Every four months, a portion of each lot was
removed to produce deffated soy flour (DFS) and soy protein isolate (SPI). The proximal
compositions of the grains, FDSs and SPIs were determined. In the grains, the water
activity, total isoflavone content and antioxidant index (Al) were measured and in DFSs, the
phytate content and trypsin inhibitor activity (TIA). The acidity content was measured in the
oil obtained from the whole flours. The structural characteristics of SPIs were evaluated by
polyacrylamide gel electrophoresis in the presence of sodium dodecyl sulphate (SDS-
PAGE) under non reducing conditions of the soluble proteins using different systems.
Additionally, differential scanning calorimetry (DSC), free sulfhydryl groups (SH), intrinsic
fluorescence (IF), reversed-phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC) and
of size exclusion high performance liquid chromatography (SE-HPLC) were also used to
evaluate the effects. The analyses of the functional properties in SPls were: solubility,
gelation, water holding capacity (WHC), emulsifying capacity (EC), emulsifying activity
index (EAI) and emulsifying stability (ES). The total isoflavone content and antioxidant
index analyzed in the grains did not differ significantly (p>0.05) and remained stable
throughout storage, as a function of the dose or type of irradiation. However, there was an
increase in the B-glycosides and decrease in the mean percentage of malonyl glycosides.
The acidity content increased in the percentage of 81.6% in the oil grains irradiated with 5
kGy and stored for 12 months. DFSs of irradiated grains exhibited smaller values of the
trypsin inhibitor and phytate. The analyses of differential scanning calorimetry, intrinsic
fluorescence and size exclusion high performance liquid chromatography showed that no
important structural alterations occurred in the protein isolates due irradiation or storage.
However, the free sulfhydryl groups increased in SPIs of irradiated grains, without further
significant changes along the storage. There was an increase of the proportion of the
hydrophobic fractions, showed by reversed-phase high performance liquid chromatography
profile, for all the isolated after four months of storage of the grains. SPIs of irradiated

grains presented high solubility, emulsifying capacity while emulsifying stability and
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emulsifying activity index did not differ significantly (p>0.05). The values of hardness and
water holding capacity of the SPIs gels did not differ significantly (p>0.05) for all treatment.
However, SPIs gels of stored grains had high values of hardness. The values cohesiveness
and elasticity of the SPIs gels did not differ significantly (p>0.05), independent of the dose
and type of irradiation. Under the studied conditions, gamma irradiation at doses of 5 kGy
and of electron beam of 2 kGy can be used without damage to the grain composition or
storage property or to the physicochemical properties of the protein isolates.

Key Words: gamma irradiation; electrons accelerator, grains; soy protein isolates, storage,
functional properties, proteins
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1. INTRODUGAO

A soja além da grande importancia econémica para o Brasil apresenta caracteristicas
funcionais e nutricionais que fazem com que seja utilizada em varios tipos de alimentos.
Produtos a base de soja desempenham papel importante na nova geragao de alimentos
funcionais, na prevencao de doencas do coracao, obesidade, hipercolesterolemia, cancer,
diabetes, doencas dos rins, osteoporose (GARCIA et al., 1997) e sintomas de menopausa
(POTTER et al.,, 1998). Os efeitos funcionais da soja sdo atribuidos a proteina,
oligossacarideos, fibras e principalmente aos isoflavondides (GINSBURG; PREVELIC,
2000).

A produtividade da soja no Brasil cresceu significativamente nos ultimos dez anos e
grande parte desse aumento deve-se ao melhoramento genético dos cultivares que
contribuiu para a diminuicdo das perdas na area de plantio (LORINI, 2004). No entanto, o
grao de soja é um produto facilmente atingido por insetos e fungos no campo durante a
maturacao, nos processos de secagem e armazenamento, sendo que as perdas durante o
armazenamento chegam a 10% (CONAB, 2006).

A manutencdo da qualidade dos graos de soja apds a colheita depende das
condicbes ambientais como: local, umidade, temperatura e do tempo de estocagem. No
armazenamento ocorrem alteragdes fisico-quimicas e bioquimicas tais como:
escurecimento de superficie do grao, aumento do tempo de hidratacao, reducao do teor de
sélidos e solubilidade protéica, decréscimo no contetdo de fitatos, conversao estrutural das
isoflavonas e oxidacdo de lipideos (CAl; CHANG, 1999; HOU; CHANG, 2003; HOU,;
CHANG, 2004; THOMAS; MAN; MAN, 1989). Além dessas alteracdes, em condicdes de
altas temperaturas e umidades relativa, durante o armazenamento de grdos pode ocorrer
crescimento de insetos e microrganismos (ATHIE, 1998).

Atualmente, o controle de pragas e microrganismos nos graos é realizado com uso
de pesticidas quimicos, alguns deles extremamente nocivos ao meio ambiente e a saude,
como o metildibromato e o dibrometo de etileno (ALFEREZ, 2004). Um método alternativo
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ao tratamento quimico é o uso da radiagao, que além de conservar os alimentos, reduz a
incidéncia de algumas doencas (ALVAREZ; FRAGA; ANDUJAR, 1996).

O processamento por radiagdo ionizante € considerado um método seguro e
eficiente para alguns alimentos, podendo reduzir o risco de infeccao alimentar e preserva-
los com o0 minimo de impacto em seu valor nutricional (VIZEU, 2003). A irradiagdo € um
processo fisico comparavel a pasteurizagdo térmica, ao congelamento ou enlatamento,
onde o alimento embalado ou nao é submetido a um dos trés tipos de energia ionizante:
raios gama, raios X ou feixe de elétrons. (ALFEREZ, 2004). Em 1983, a Comissao do
Codex Alimentarius concluiu que alimentos irradiados abaixo de 10 kGy ndo apresentam
risco toxicoldgico e as organizacdes internacionais como o fundo das Nacoes Unidas para
a Agricultura e Alimentacao (FAO) e a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) avaliaram
varias destas pesquisas e concluiram que a irradiagao de alimentos é segura e benéfica.

Diversos trabalhos abordam o efeito da radiagdo nas propriedades funcionais e
estruturais das proteinas de soja (ABU-TARBOUSH, 1998; ALVAREZ; FRAGA; ANDUJAR,
1996; BYUN; KANG, 1995; LACROIX et al., 2002). O processamento por radiagao tem se
mostrado eficiente na redugéo de oligossacarideos, inibidores de tripsina e quimotripsina e
melhora a producao de leite e tofu (BYUN; KANG; MORI, 1996; IYER et al., 1980; RAO;
VAKIL, 1983). Outro estudo mostra que a irradiacdo pode aumentar a atividade
antioxidante dos compostos fenolicos presentes na soja (VARYAR; LIMAYE; SHARMA,
2004). Por outro lado, a radiagao ionizante pode induzir a formagao de radicais livres e
desencadear uma série de reagdes quimicas que podem afetar a fragdo lipidica da soja
que é susceptivel a oxidacao (ZEB; TAUFIQ, 2004). No entanto, na literatura, ndo foram
encontrados relatos sobre o efeito da associacdo da irradiagdo e armazenamento nas

caracteristicas quimicas e funcionais da soja.

Com a perspectiva de se obter mais informagdes relativas ao uso da radiacao em
graos de soja e seu impacto no decorrer do armazenamento, o presente trabalho teve os
seguintes objetivos:

a) Avaliar os efeitos dos tratamentos por radiagdo gama e por feixe de elétrons e
do armazenamento na atividade antioxidante, nos teores de isoflavonas, fitato e
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inibidores de tripsina nos graos de soja e nas farinhas desengorduradas obtidas

a partir desses graos.

b) Estudar as caracteristicas estruturais das proteinas dos isolados obtidos a partir

dos graos de soja irradiados e armazenados.

c) Avaliar as caracteristicas funcionais dos isolados protéicos obtidos a partir dos

graos irradiados e armazenados.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Soja

A soja representa aproximadamente 70% de todas as sementes de oleaginosas
produzidas no mundo, sendo que a producdo mundial da safra 2004/2005 foi de 216
milhdes de toneladas. O complexo agroindustrial mundial desta leguminosa movimenta
aproximadamente 215 bilhdes de délares por ano (CONAB, 2006).

Originada da China, a soja foi introduzida no Brasil, no estado do Rio Grande do
Sul, por volta de 1900 (RUEDELL, 2002). Atualmente, o Brasil € o segundo maior produtor
mundial de soja, ultrapassado apenas pelos EUA, participando com aproximadamente
19,6% da producédo mundial (TEIXEIRA, 2004; TOLEDO, 2004). A exportacéo brasileira de
soja em graos no ano-safra de 2005 foi de 22 milhdes de toneladas (CONAB, 2006). Dessa
forma € inegavel a importancia dos estudos de todo o sistema produtivo, desde a produgao
agricola até a comercializacao final dos subprodutos referentes a essa leguminosa.

A soja é um alimento rico em proteinas, fibras, 6leo, importante fonte de minerais
(so6dio, potassio fosforo, ferro, magnésio, zinco e calcio) e vitaminas, como tiamina (B;),
riboflavina (B,), niacina (Bs) acido nicotinico e acido ascérbico. Além disso, produtos da
soja desempenham fungao importante para saude, além de serem utilizados por pessoas
alérgicas ao leite e também por suas boas caracteristicas tecnolégicas (BAZINET et al.,
1997; PUPPO; ANON, 1999).

Produtos contendo proteina de soja ganham espag¢o no mercado e sao produzidos
na forma de farinha, texturizados, isolados, substitutos de produtos lacteos, carneos e
panificacdo (PUPPO; ANON, 1999). Suas proteinas também s&o utilizadas em alimentos

como ingredientes funcionais e nutricionais como substituto da proteina animal.

As principais propriedades funcionais da proteina de soja sdo: capacidade de
retencdo de agua, de emulsificacdo, gelatinizacao e formacao de espuma (GARCIA et al.,
1997; Ql; HETTIARACHCHY; KALAPATHY, 1997). As proteinas da soja sdao muito
utilizadas no segmento carneo (embutidos, apresuntados e presuntos) com objetivo de
reduzir custos e melhorar caracteristicas como uniformidade, textura e suculéncia. Outros
produtos a base de soja como iogurte, requeijdo, maionese e similares estdo sendo
desenvolvidos e a tendéncia é de que ocupem uma fatia importante do mercado (OKADA,
2000). Deste modo, a soja e seus derivados oferecem excelentes possibilidades para
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serem empregados sob as mais variadas formas, no processamento de produtos
alimenticios destinados ao consumo humano, com melhor valor nutritivo e custos reduzidos
(TEIXEIRA, 2004).

Apesar de ser uma excelente fonte protéica, com uma das melhores composicdes
de aminoacidos essenciais entre as proteinas de origem vegetal e alta digestibilidade (92-
100%), a soja possui baixas quantidades de metionina e cisteina (KELLOR, 1974).
Contudo, para uso em uma dieta normal, a proteina de soja ndo necessita ser
suplementada com metionina quando destinada a adultos, ela s6 se faz necessaria em
quantidades reduzidas, apenas em formulados infantis (YOUNG, 1991).

Fatores antinutricionais podem afetar a qualidade nutricional de produtos a base de
proteina de soja. Alguns destes fatores sao parcialmente ou totalmente inativados pelo
calor durante o processamento, tais como, os fatores antivitaminicos, as hemaglutininas e
inibidores de tripsina (BARTH et al., 1993). Outros ndo sao destruidos pelo calor como as
saponinas, fitatos e fatores de flatuléncia, que também podem comprometer a qualidade
nutricional da proteina de soja (LIENER, 1981; LUSAS; RIAZ, 1995).

O éacido fitico ou fitato ocorre naturalmente em produtos de origem vegetal e
interfere na absorcao de microelementos. A formagao de complexos proteina-fitato-mineral
durante o processamento da soja é associada a reducao da biodisponibilidade de minerais
como Ca, Zn, Mg e Fe, que também implica na reducdo da digestibilidade. No entanto,
trabalhos sugerem que o &cido fitico possui propriedades anticarcinogénicas (ARAUJO,
1995; CHERYAN, 1980; MESSINA; BARNES, 1991; RITTER; MOOR; THOMAS 1987).
Beneficios do acido fitico na prevencao de doencas do coracdo, calculo renal tém sido
largamente mencionados (LIENER, 1994). Na soja o teor de &cido fitico pode variar
consideravelmente, em funcado do tipo de cultivar. No isolado protéico de soja os valores
estao na faixa de 1,0-2,0 % (LUSAS; RIAZ, 1995). Um dos meios mais simples e efetivos
para reduzir o fitato é pela agéo da fitase enddgena, que promove sua hidrolise enzimatica
sendo posteriormente separado pelo processo de ultracentrifugacdo. Outros métodos como
cromatografia de troca ibnica e dialise, desde que exista controle do pH e da concentragao
de cations, podem remover até 90% de fitato das proteinas de soja (GARCIA et al., 1997;
KINSELA, 1979).

As saponinas, pertencentes a familia dos glucosideos, se caracterizam por seu
amargor e propriedades tensoativas; agem como agentes espumantes em solucoes
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aquosas e sao hidrolisadas por enzimas de bactérias presentes no trato intestinal
(ANDERSON; WOLF, 1995; KINSELLA, 1979). Efeitos hipocolesterolémico e
anticarcinogénicos tém sido atribuidos as saponinas, especificamente a uma subunidade
da proteina e sua seqliéncia de aminoacidos (MESSINA; BARNES, 1991; WEST et al.,
1984).

Em contrapartida, evidéncias tém comprovado que as isoflavonas, um tipo de fito-
horménio presente na soja, desempenham papel importante na prevencdo de doengas
cronico degenerativas e, particularmente, naquelas associadas com hormonios, reduzindo
fortemente os efeitos indesejaveis da menopausa, em populacées consumidoras de soja
(KIM; PETERSON; BARNES, 1998), além de possuirem atividade antioxidante protegendo
0 organismo contra danos celulares, sdo compostos fendlicos, pertencentes a classe dos
fitoestrégenos (CHOI; KWON; KIM, 1996). 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). O teor
de isoflavonas varia segundo a cor da soja, sua parte morfoldgica (cotilédone,
hipocétiledone e casca), a variedade (fatores genéticos) e as condigdes ambientais de
cultivo (temperatura e umidade) (CARRAO-PANIZZI, 1996).

Outros compostos benéficos da soja relacionados a sua agao antioxidante sdo os
fosfolipideos, tocoferéis, aminoacidos e peptideos. Hidrolisados protéicos tém atividade
antioxidante associada aos aminoacidos livres ou peptideos de baixos pesos moleculares
(HAYES; BOOKWALTER; BAGLEY, 1977). Seis peptideos com propriedades antioxidantes
ja foram isolados da proteodlise da B-conglicinina da proteina de soja, compostos de 5a 16
residuos de aminoacidos, incluindo aminoacidos hidrofobicos, valina, leucina em posicao
N-terminal e prolina, histidina e tirosina (CHEN; MURAMOTO; YAMAUCHI, 1995).

2.1.1. Proteinas da soja

Ha trés tipos de proteinas na soja: as envolvidas no metabolismo, as estruturais e
as de reserva, que nao possuem atividade biologica (ZARKADAS et al.,, 1994).
Aproximadamente 80 a 90% do total das proteinas sao de reserva e podem ser divididas
em albuminas (10%), sollveis em agua e as globulinas (90%) sollveis em solugdes
salinas (FUKUSHIMA, 1991). As maiores fracbes que compdem a proteina da soja sdo: 2S
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(15%), 7S (34%), 11S (41,9%) e 15S (9,1%), de acordo com seu coeficiente de
sedimentagdo obtido por ultracentrifugacédo, quando dissolvidas em pH 7,6 e forga ibnica
0,5 (WOLF; COWAN, 1975). As fragdes 11S e 15S sao denominadas glicinina e polimeros
de glicinina, respectivamente (WOLF, 1970). A fracdo 7S é mais heterogénea, constituida
das proteinas B-conglicinina, y-conglicinina, lipoxigenase, a-amilase e hemaglutininas ou
lectinas (NIELSEN, 1985). A fracao 2S consiste dos inibidores Bowman-Birk e Kunitz,
citocromo C e a-conglicinina (WOLF, 1970).

As fracdes 7S e 11S sao os principais componentes protéicos da soja, constituidas
de misturas de macromoléculas de tamanhos, densidades de carga e estruturas
diferentes, sendo que suas quantidades relativas podem variar em fungéo da propriedade
de associagao-dissociacdo dessas proteinas (KOSHIYAMA, 1972; KILARA; SHARKASI,
1986; MORI; NAKAMURA; UTSUMI, 1986).

A fracao 7S (150 a 175 kDa) apresenta estrutura quaternaria e € uma glicoproteina
que contém carboidratos ligados a residuos de &cido aspartico do lado N-terminal da
molécula. Os carboidratos consistem de 38 residuos de manose e 12 de glucosamina por
molécula de proteina (KILARA; HARWALKAR, 1996). A globulina 7S é composta por
quatro subunidades associadas através de ligagdes hidrofobicas e pontes de hidrogénio
(THANH; SHIBASAKI, 1978). O conteudo de a-hélice, B-estrutura e “random coil” da
estrutura secundaria sao 5, 35 e 60 %, respectivamente (KOSHIYAMA; FUKUSHIMA,
1973). As ligagdes dissulfidicas sdo limitadas pela presenca de apenas 2 a 3 grupos
cisteina por mol de proteina (WOLF, 1978).

A B-conglicinina, maior constituinte da fragdo 7S, € uma glicoproteina trimérica
composta de trés subunidades: o (57-72 kDa), a (57-68 kDa) e  (45-52 kDa) (ARRESE et
al., 1991) em sete diferentes combinagdes (BBB, PPRc’, PPRa, Pac’, Poc, cco’ e coa)
(YAMAUCH)I et al., 1981). As subunidades sao ligadas via interagdes hidrofdbicas e pontes
de hidrogénio sem nenhuma ligagao dissulfidica (THANH; SHIBASAKI, 1978). Em pH 5,0 e
forga ibnica 0,5, a B-conglicinina apresenta estrutura trimérica (7S) enquanto que em forca
ibnica 0,1 é predominante a estrutura hexamérica (9S) (KOSHIYAMA, 1968). Em pH 2,5 e
forga ibnica menor que 0,1, a B-conglicinina dissocia-se reversivelmente em fragoes de 2-
3S e 5-6S (WOLF; COWAN, 1975). O ponto isoelétrico da P-conglicinina é 4,64
(KOSHIYAMA, 1983).
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A globulina 11S (glicinina) tem estrutura polimérica de massa molar na faixa de
350-380 kDa e é formada por polipeptideos basicos e acidos, unidos por ligacdes
dissulfidicas (STASWICK; HERMODSON; NIELSEN, 1984). Pelos menos seis
polipeptideos acidos (A1 a, A1p, A2-As € As) e cinco polipeptideos basicos (B1.a, B1p, B2-Ba)
tém sido isolados (NIELSEN, 1985). Em temperatura ambiente e pH igual a 7,6, a glicinina
forma complexos hexaméricos com massa molecular em torno de 360 kDa, enquanto que
em pH igual a 3,8 forma como complexos triméricos (7S) com massa molar em torno de
180 kDa (LAKEMOND et al., 2000). O ponto isoelétrico da glicinina é 4,9 (KOSHIYAMA,
1983).

A glicinina possui baixas quantidades de metionina e altas de lisina. A proporcao de
aminodcidos hidrofébicos (alanina, valina, isoleucina, leucina e fenilalanina) e aminoacidos
hidrofilicos (lisina, histidina, arginina, acido aspartico e acido glutamico) é de 23,5 e 46,7%,
respectivamente (PENG et al.,, 1984). Nos estudos estruturais por dicroismo circular
realizado por Marcone; Kakuda e Yada (1998), a glicinina apresentou em sua estrutura
secundaria altos niveis de B-estruturas e baixos de a-hélice. Sua estrutura quaternaria é
estabilizada por interacdes hidrofobicas e eletrostaticas, bem como as pontes dissulfetos
entre os polipeptideos acidos e basicos (PENG et al., 1984).

2.2. Irradiacao de alimentos

A radiacdo ionizante pode ser aplicada em diversos alimentos com diferentes
objetivos, tais como: esterilizagdo de materiais, retardo do amadurecimento de frutas,
descontaminacdo de especiarias, conservacdo de carnes, de tubérculos, de gréos e
controle de insetos (HACKWOOD, 1991). Essa tecnologia é aprovada em mais de 40
paises, para mais de 50 diferentes alimentos (SOMMERS, 2004), mas no Brasil ainda é
muito pouco utilizada, sendo praticamente restrita a descontaminagdo de ervas e
especiarias, em substituicdo ao método de fumigacdo com gases esterilizantes como o
oxido de etileno, que foi proibido na Unido Européia em 1991 e esta sendo banido de
varios outros paises, inclusive no Brasil, por ser uma substancia carcinogénica
(HERNANDES; VITAL; SABAA-SRUR, 2003).

A palavra “radiagdo” é utilizada para designar a energia radiante que se move
através do espagco na forma de ondas eletromagnéticas. A irradiagdo de alimentos
emprega uma faixa de energia eletromagnética conhecida como radiagdo ionizante.

Radiagbes ionizantes sdo particulas ou fétons com energia suficiente para produzirem
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particulas eletricamente carregadas (ions) nos materiais com os quais entram em contato
(HERNANDES; VITAL; SABAA-SRUR, 2003). Existem trés tipos de energia radiante
utilizada para a irradiacdo de alimentos: feixe de elétrons, raios X e raios gama. Os dois
primeiros utilizam eletricidade como fonte de energia, enquanto para a radiacdo gama sao
utilizadas fontes radioativas como o cobalto 60 e o césio 137 (SAPTCHENCO, 2003).

O processo de irradiagdo é regulamentado pela Organizacdo para a Agricultura e
Alimentacdo (FAO), pela Agéncia Internacional de Energia Atomica (IAEA) e pela
Organizacao Mundial da Saude (OMS) sendo que sao limitadas em 0,66 e 1,33 MeV para
raios gama emitidos pela desintegragao radiotiva do *°CO e *'Cesio, inferior a 5 MeV para
raios-X , inferior a 10 MeV para feixe de elétrons. (DIEHL, 1995)

No processo de irradiagao, o alimento (a granel ou empacotado) é exposto a uma
dose controlada de radiacdo em uma sala ou camara especial de processamento por
tempo determinado (RUIZ, 2000; ALFEREZ, 2004). Os produtos irradiados podem ser
transportados, armazenados ou consumidos imediatamente apds o tratamento. Entre os
fatores que influenciam os efeitos da radiacdo destaca-se a dose de radiacéo, que é a
quantidade de energia absorvida por uma determinada massa de alimento. A unidade
internacional é o Gray (Gy) que corresponde a absorcao de 1 joule por Kg de alimento
(DIEHL, 1995). Em 1980, um comité composto por representantes do fundo das Nacgdes
Unidas para a Agricultura e Alimentacao (FAO), do grupo consultivo Internacional para a
irradiacdo de Alimentos (ICGFI), da Agéncia Internacional de Energia Atdmica (IAEA) e da
Organizacao Mundial da Saude (OMS) foi formado para estudar as doses de irradiagao em
alimentos, sendo que este comité concluiu que doses de radiacao ionizante até 10 kGy sao
seguras para a maioria dos alimentos. Em 1983, a Comissdo do Codex Alimentarius
adotou os resultados e as recomendacdes da FAO/ICGFI/IAEA/OMS (SAPTCHENKO,
2003). Mais recentemente a Comissao do Codex Alimentarius revisou os padrdes adotados
para o uso da irradiagdo em alimentos e declarou que o nivel maximo da dose utilizada néo
deve exceder 10 kGy, exceto quando realmente se fizer necessario a utilizacdo de doses
maiores (CAC, 20083).

No Brasil, existe regulamentacdo sobre a irradiacdo de alimentos desde 1973 e
portarias complementares foram editadas em 1985 e 1989 (OLIVEIRA, 2000). A Portaria
n.2 30 de 02/08/89, da Divisdo de Alimentos do Ministério da Salude, determinava limite

superior de irradiacao de 10 kGy e apresentava lista de produtos aprovados para
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irradiacdo, suas respectivas doses e proibia a re-irradiacdo. Em 26/01/2001, a Diretoria
Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) aprovou a Resolucao
(RDC) n.. 21, que nao restringe quais alimentos podem ser irradiados e nem a dose
maxima absorvida para se obter o fim desejado, desde que nao haja prejuizo nas suas
qualidades funcionais e sensoriais (ANVISA, 2001).

A radiacdo ionizante penetra no alimento e pode agir diretamente sobre os
componentes essenciais da célula ou, indiretamente, proporcionando a formacao de
produtos radioliticos, particularmente os radicais livres formados a partir da agua. O DNA
cromossdmico é o alvo principal do processo de irradiacdo, embora os efeitos sobre a
membrana citoplasmatica também apresentem um papel adicional importante no dano
celular causado pela irradiacao (WORCMAN-BARNINKA; LANGRAF, 2003).

A reatividade dos radicais livres depende da sua capacidade de se difundir no meio.
Em alimentos sélidos secos ou congelados, a difusdo € bem restrita. Quando o material
absorve umidade ou ocorre descongelamento, esses radicais comegam a se movimentar
reagindo entre si ou com os constituintes do alimento, resultando na formacao de produtos
finais estaveis. Embora este processo de formacgao de produtos estaveis seja realizado em
fracdo de segundos, algumas reacbes continuam durante a estocagem do alimento
(LAGUNAS-SOLAR, 1995).

Em Cuba, o controle de insetos com uso da irradiacdo, mostrou-se satisfatério
durante armazenamento de farinha de trigo, milho, arroz, cacau e feijao de soja (ALVAREZ
et al.,, 1996). Em Taiwan, alguns produtos como batata, batata doce, cebolinha, cebola,
alho, gengibre, manga, mamao, arroz, feijao, soja, trigo, farinha e alguns condimentos séo
irradiados e testes de mercado realizados entre os consumidores confirmaram a aprovacao
do uso de alimentos irradiados (YANG, 1998). Em paises como Argentina, Dinamarca,
Estados Unidos, Finlandia, Franca, Hungria, Israel, Noruega e lugoslavia se irradiam
principalmente especiarias. No Brasil, existem trés plantas industriais que podem irradiar
alimentos e outros produtos; no entanto, a esterilizacdo de equipamentos cirdrgicos
responde por 90% dos produtos irradiados (TOSS; CORREA, 2004). A Empresa Brasileira
de Radiagbes Ltda. (EMBRARAD), localizada em Cotia, no estado de Sao Paulo, opera
com um irradiador Nordion JS-7500, a Tech lon Industrial Brasil S.A, localizada em Manaus
e a Companhia Brasileira de Esterilizacdo (CBE), localizada em Jarind irradiam varios
produtos, entre eles alimentos e embalagens. Alguns institutos como o Instituto de
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Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN), o Centro de Energia Nuclear para a Agricultura
da USP (CENA), o Instituto de Biociéncias e Escola de Farmacia da Universidade de Sao
Paulo, o Instituto Biolégico, a Universidade Estadual de Campinas, a Universidade
Estadual Paulista de Botucatu, todos no estado de Sao Paulo, a Universidade do Rio de
Janeiro, a Universidade Federal de Minas Gerais e a Universidade de Pernambuco
desenvolvem estudos na area de irradiagao de alimentos (ACI, 2006; CDTN, 2005; DEL
MASTRO, 1999).

2.2.1. Radiacao gama

Os raios gama sao definidos como radiagdes eletromagnéticas produzidas durante
o decaimento de certos radio-is6topos, como o *°Cobalto ou **'Cesio, sendo que a energia
liberada pelos atomos é da ordem de 1,33 MeV e 0,66 MeV respectivamente (DIEHL,
1995; HACKWOOD, 1991). O ®Co tem meia vida de 5,27 anos. Decai para o ®Ni, niquel
60, que é estavel, por meio da emissao de dois fétons gama (1,17 e 1,33 MeV) e de uma
particula beta (0,31 MeV). E produzido artificialmente, por meio da irradiagdo de barras de
*Co (Cobalto 59) em reatores nucleares. As vantagens do uso do *°Co como fonte de
irradiacao sdo: alto poder de penetracdo, boa uniformidade de dose, comercialmente
disponiveis e baixo risco ambiental (HERNANDES; VITAL; SABAA-SRUR, 2003).

O mecanismo de acdo da radiacdo gama e raios-X envolvem trés processos
principais: efeito fotoelétrico, producao de pares e efeito Compton. O efeito Compton é o
principal mecanismo de transferéncia de energia em alimentos irradiados. Neste processo,
um féton incidente interage com o atomo e transfere sua energia, provocando a ejecao de
elétrons. Os elétrons ejetados contém energia suficiente para causar excitagao e ionizacao
nos atomos restantes. A radiacao penetra profundamente no alimento e, por meios fisicos,
interage com atomos e moléculas, provocando transformagdes quimicas e biol6gicas
(URBAIN, 1986).

A interagé@o da radiacdo com o alimento envolvem efeitos primarios e secundarios.
No efeito primario, ocorre a ionizagao, dissociacao e excitacdo dependendo da energia
transferida e os produtos formados s&o extremamente reativos. Toda essa reatividade tem
como conseqiéncia alguns efeitos secundarios, que podem ser: recombinagao,
dimerizacao, captura de elétrons e desproporcionalizagao (HERNANDES; VITAL; SABAA-
SRUR, 2003; SABINO, 2004).
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A 4gua, principal componente da maioria dos alimentos, absorve a radiagéo
sofrendo radidlise, com formacdo de ions e radicais. O radical hidroxila formado é um
poderoso agente oxidante e reage preferencialmente com compostos insaturados
presentes nos alimentos, especialmente com polienos conjugados e com hidrogénio
presente em ligacoes C-H e S-H. Elétrons hidratados reagem na maioria das vezes com
compostos aromaticos, acidos carboxilicos, cetonas, aldeidos e tidis. O hidrogénio interage
com ligagbes C-H ou é adicionado a compostos olefinicos. Efeitos primarios nao sao
especificos, podendo ocorrer em qualquer tipo de molécula ou atomo. Em moléculas
pequenas e simétricas a energia absorvida pode ser uniformemente distribuida,
provocando quebra homogénea de ligagdes. Em moléculas maiores, a energia € distribuida
desigualmente, produzindo quebra de ligagbes em apenas alguns sitios resultando
diferentes produtos de degradacdo. Os radicais livres e ions formados pelos efeitos
primarios sdo muito reativos, podendo interagir entre si ou com constituintes do alimento.
Estas reacdes ocorrem rapidamente e sdo denominadas de efeitos secundarios,
responsaveis por 80% dos efeitos provocados pela radiagdao. (SABINO, 2004; URBAIN,
1986).

2.2.2. Feixe de elétrons

O sistema de feixe de elétrons usa a eletricidade para gerar elétrons em um ponto
central (SAPTCHENKO, 2003). Os elétrons sao produzidos em aceleradores de elétrons,
que podem ser definidos como sistemas onde se estabelece um potencial de alta voltagem
entre um catodo e um anodo num tubo de vacuo. O catodo emite feixe de elétrons,
chamados raios catédicos ou feixes eletronicos (RELA, 2003).

No sistema de feixe de elétrons, os produtos embalados sao transportados por uma
esteira onde s&o irradiados. A dose aplicada no produto pode variar com o ajuste na
velocidade da esteira transportadora, controlando assim o tempo de exposi¢cdo do produto.
Os elétrons tém a capacidade de matar ou inativar bactérias, fungos, insetos e outros
microorganismos ao quebrarem as ligacdes moleculares do DNA. A reducédo microbiana
depende da dose aplicada ao produto. Doses tipicas usadas para a inativacdo de
organismos em carnes estao entre 1,0 e 2,0 kGy, dependendo da temperatura do produto e
nivel de reducao exigido (SAPTCHENKO, 2003).

Uma importante diferengca entre os raios gama e de feixe de elétrons é a
capacidade de penetracao nos materiais A capacidade de penetracao do feixe de elétrons
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€ muito menor que a dos raios gama (HAYASHI, 1991). Tanto para a radiagdo gama como
para feixe de elétrons, a espessura do material e a ser tratado e a sua densidade sao
fatores determinantes. Para um material com densidade de 1 g/cm® o poder de penetracédo
do feixe de elétrons com energia de 10 MeV é de 5 cm, enquanto que para um irradiador
gama com fonte de ®°Co com energia média de 1,25 MeV é de cerca de 50 cm (RELA,
2003).

2.2.3. Alteracoes dos alimentos pelo uso da radiacao ionizante

Assim como outras técnicas de processamento de alimentos, a radiacdo induz
certas alteracbes que podem modificar a composicao quimica e o valor nutritivo dos
alimentos. A natureza e extensao destas mudancas dependem da composicédo do alimento,
principalmente do contetdo de agua, da dose de radiagao e da temperatura e a presenca
ou auséncia de oxigénio utilizados no processo (KILCAST, 1994; WIENDL, 1984).

Proteinas, carboidratos e lipideos podem ser afetados pelo uso da radiagdo. A
radiacdo gama induz mudangcas nas propriedades fisico-quimicas das proteinas,
dependendo de sua natureza e da dosagem da radiagdo (NISIZAWA, 1988).
Transformagdes quimicas de aminoacidos, tais como, quebra de ligacbes peptidicas,
dissulfidicas, pontes de hidrogénio, bem como ligagbes cruzadas das cadeias protéicas
podem acontecer, influenciando a estrutura terciaria das proteinas e suas propriedades
fisico-quimicas (CIESLA; ROOS; GLUSZEWSKI, 2000).

O desencadeamento de processos de auto-oxidacao de lipideos com a formacao de
peroxidos e compostos carbonil volateis, que sao responsaveis pela rancidez & um
exemplo das possiveis alteragcdes provocadas por processos de irradiagdo. Os &cidos
graxos insaturados sdao mais facilmente oxidados que os saturados, embora o processo de
oxidagdo possa ser amenizado pela eliminacdo de oxigénio durante o processo de
irradiacao (KILCAST, 1994; MERRITT, 1972). Propriedades fisico-quimicas do o6leo
extraido de gréos de soja irradiados com doses de até 10 kGy foram investigadas por Byun
et al. (1996), sendo que nenhuma alteragao foi observada no conteddo de lipideos totais,
na composicao de acidos graxos € no indice de peréxidos. Por outro lado, Zeb e Taufiq
(2004) verificaram que o uso de doses acima de 10 kGy, aplicadas em soja, girassol e
palma podem afetar a qualidade fisico-quimica de seus éleos, como aumento de &cidos
graxos livres e indice de peréxido.
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Nos carboidratos, 0 uso da irradiagdo, pode provocar a quebra em unidades
menores. Este processo, por exemplo, é responsavel pelo amaciamento de frutas e outros
vegetais devido a quebra da parede celular. O efeito depende da variedade e estagio de
maturacao do vegetal (KILCAST, 1994). O uso da irradiacdo em frutas apresenta alguns
inconvenientes, pois dependendo da dosagem, podem ocorrer escurecimento,
amolecimento e aparecimento de depressdes superficiais, amadurecimento anormal e
perda de aroma e sabor dos produtos (CHITARRA; CHITARRA, 1990).

Os micronutrientes, especialmente as vitaminas, s&o sensiveis a qualquer
tratamento, principalmente ao térmico. Na irradiagdo, algumas vitaminas, como a
riboflavina, niacina e vitamina D, sdo bastante estaveis, enquanto outras como a tiamina e
vitaminas A, C, E e K sao relativamente labeis (KILCAST, 1994;THOMAS et al., 1981).
Efeitos da irradiacdo gama, com doses até 10 kGy, nos contetdos de tiamina e vitamina Bg
foram investigados em duas variedades de feijdes, Carioca (Phaseolus vulgaris L.) e
Macagar (Vigna unguiculata (L.) Walp). O conteido de tiamina diminui nos feijdes Carioca
tratados com doses acima de 2,5 kGy e néo foi alterado nos feijdes Macagar independente
da dose aplicada. O conteudo de vitamina Bg diminuiu com o aumento da dose de radiagao
para ambas variedades estudadas (VILLAVICENCIO et al., 2000 a).

Além das altera¢des ocorridas nos macro e micronutrientes, estudos mostram que a
irradiacao de alimentos de origem vegetal pode ser efetiva na reducéo de oligossacarideos
que causam flatuléncia e também dos inibidores de quimotripsina e tripsina, possivelmente
devido a reacdes de desnaturacdo e agregacao (IYER et al., 1980; RAO; VAKIL, 1983).
Outros fatores antinutricionais como inibidores da a-amilase, hemaglutininas e acido fitico
também sao reduzidos pelo uso da irradiacao (SIDDHURAJU; MAKKAR; BECKER, 2002).
Villavicencio et al. (2000 b), verificaram que o uso de radiacdo gama em duas variedades
de feijdes, Carioca (Phaseolus vulgaris L.) e Macagar (Vigna unguiculata (L.) Walp), com
doses de até 10 kGy promoveu reducao de taninos. Por outro lado, os autores observaram
que doses de até 5 kGy, nao afetaram as concentracdes das fracdes dos fosfatos inositois.

Por outro lado, a irradiacao, assim como nos outros processos convencionais, pode
ser utilizada para melhorar as propriedades funcionais de alimentos. Estudos mostraram
aumento na solubilidade das proteinas de farinha de amendoim (RAHMA; MOSTAFA,
1988) e de feijao (Phaseolus vulgaris) gama radiados (DOGBEVI; VACHON; LACROIX,
2000). ModificagOes estruturais da proteina, como aumento da hidrofobicidade e reacao de
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desamidacao, promovidos pela irradiagdo sdo possivelmente responsaveis pela maior
solubilidade (DOGBEVI; VACHON; LACROIX, 2000).

Outras modificacoes benéficas obtidas pelo uso da irradiacao foram observadas em
graos de soja destinados a producao de leite e tofu, onde um aumento da dose de radiagao
de 2,5 para 10 kGy provocou a reducao dos tempos requeridos para o cozimento e
maceracao dos grédos que resultou no maior rendimento da producdo de leite de soja e
também na melhor qualidade do tofu que foi avaliada pela cor, textura e sabor (BYUN;
KWON; MORI, 1993). Delincée; Villavicencio e Mancini-Filho (1998), observaram que o uso
de radiagdo gama até 10 kGy, ndo alterou o teor protéico, o valor biolégico e a
digestibilidade de duas variedades de feijoes Carioca (Phaseolus vulgaris L.) e Macagar
(Vigna unguiculata (L.) Walp).

O impacto da irradiacdo de alimentos sobre os nutrientes e principalmente na
formacao de compostos toxicos tem sido o foco de muitas pesquisas. O processo de
irradiacdo pode induzir a alteracao quimica em alguns alimentos, sendo que nenhuma das
conhecidas, até o presente momento, sdo consideradas danosas a saude humana. As
substancias resultantes dessas reacdes sao denominadas produtos radioliticos e alguns
deles, como a glicose, acido férmico, acetaldeido e diéxido de carbono, estao naturalmente
presentes nos alimentos ou sdo produzidos a partir de outros processos, como 0
aquecimento. Ja os radicais livres, que também sao produzidos em outros tratamentos
(fritura, torrefacdo) e durante a oxidacdo natural dos alimentos, sdao normalmente
substéncias bastante reativas e instaveis, que reagem com outras substéncias para
formarem produtos estaveis. Consequentemente, sua ingestdo nao causa nenhum dano ou
efeito toxicoldgico. (IAEA, 2004).

Dentre estas substancias, dois grupos de componentes que merecem atencao sao
0s benzenos e seus derivados e as alcilclobutanonas (SMITH; PILLAI, 2004). Em carnes
bovinas irradiadas com doses de 1,5 a 4,5 kGy podem ser encontrados niveis de
aproximadamente 3 ppb de benzeno. Essa quantidade de benzeno é bem menor que a
encontrada naturalmente em ovos (62 ppb) e hadoque (200 ppb) (MCNEAL et al., 1993).
As alcilclobutanonas foram inicialmente identificadas em lipideos irradiados, em um
trabalho pioneiro realizado por Le Tellier e Nawar (1972). Estas substancias tem sido
encontradas exclusivamente em alimentos irradiados contendo gorduras e sé&o

consideradas como um importante marcador para identificacdo de alimentos irradiados
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(NDIAYE et al., 1999). Estudo realizado por Delincée et al. (2002), evidenciou o potencial
genotéxico das alcilciclobutanonas em cobaias e células do célon em humanos. Por outro
lado, Marchioni et al (2004) afirmam que, embora as pesquisas apontem para a toxidade e
genotoxicidade das alcilclicobutanonas, os dados dos resultados experimentais podem ser
inadequados para caracterizar o possivel risco associado ao consumo de alimentos
irradiados contendo gorduras. Os autores salientam que outros componentes presentes
nos alimentos podem influenciar nas reacdées quimicas com as alciciclobutanonas e que
mais conhecimentos sobre a cinética e metabolismo dessas substancias no organismo vivo

S80 necessarios.
2.3. Propriedades funcionais de proteinas
2.3.1. Solubilidade

As caracteristicas de solubilidade de uma proteina sdo muito Uteis na selecédo das
condigdes 6timas de extracao a partir de suas fontes naturais. O comportamento da
solubilidade fornece um bom indice do potencial e da limitacdo da aplicagao das proteinas
e também informacgdes sobre a otimizacao dos processamentos (KINSELLA, 1976).

A solubilidade de uma proteina é a manifestacdo termodinamica do equilibrio entre
a interacdo proteina-proteina e proteina-solvente e esta relacionada ao seu balango de
hidrofilicidade/hidrofobicidade. As principais intera¢des que influenciam na solubilidade das
proteinas sdo de natureza hidrofébica e i6nica. Interacdes hidrofébicas promovem ligacdes
proteina-proteina que resultam em um decréscimo de solubilidade, enquanto interagoes
idbnicas promovem ligagdes proteina-agua e resultam em um aumento da solubilidade
(DAMODARAM, 1996). A composi¢cao em amino&cidos de uma proteina, particularmente, o
namero de residuos acidos (aspargil, glutamil) e basicos (histidil, arginil, lisil), os quais
apresentam cargas, aumenta o numero de interacdes eletrostaticas com a agua,
contribuindo para maior solubilidade das proteinas (BODERIAS; MONTERO, 1988).

Os fatores que afetam a solubilidade das proteinas sao: tipo de proteina, histérico
de processamento, pH, distribuicdo de cargas, forga idnica ou concentracdo de sais,
temperatura, natureza do solvente e a presenca de outros ingredientes. As proteinas sao
em geral mais sollveis em pHs baixos (&cidos) ou elevados (alcalinos) por causa do
excesso de cargas positivas ou negativas nestes pHs. Excesso de cargas de mesmo sinal
produz repulsdo das moléculas, que contribui para maior solubilidade das proteinas. O pH
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de menor solubilidade de uma proteina é chamado de ponto isoelétrico (pl), com igual
nimero de cargas positivas e negativas nas moléculas. Por se compensarem
intrinsecamente quanto as cargas, no pl as moléculas nao se repelem, ocorre a diminuicao
da solubilidade e aumenta a tendéncia de formar precipitados. (DAMODARAM, 1996).

Para um grande nimero de proteinas o pl esta entre pH 3,5 e 6,5. As proteinas da
soja sao insollveis em solugbes aquosas em pH 4,0 e 5,0, correspondente a regiao
isoelétrica. No entanto, elas sao solluveis em solugdes aquosas em pH acima ou abaixo do
ponto isoelétrico e a adicdo de CaCl, (0,3 N) ou NaCl (0,7 N) aumenta parcialmente sua
solubilidade em pH 4,5 (WOLF, 1978).

Em forcas ibnicas ou concentracdes salinas baixas (0,5 a 1,0 M), a solubilidade das
proteinas tende a aumentar, porém, a medida que se eleva a concentracdo salina, as
proteinas tendem a se insolubilizar e precipitar. Os ions salinos passam a competir pela
agua com as moléculas de proteina, destruindo a sua capa de hidratacdo e permitindo que
as moléculas de proteinas se atraiam mutuamente, agregando-se e formando precipitados.
(DAMODARAN; KINSELLA, 1982).

Em geral, a solubilidade das proteinas aumenta com o aumento da temperatura
entre 40 a 50°C. No entanto, em temperaturas acima de 50°C pode haver a desnaturacao
da proteina. Em muitos casos a desnaturagdo € seguida por agregacao e conseqlente
diminuicao de solubilidade (ENGLARD; SEIFFER, 1990).

Solventes polares possuem constantes dielétricas mais elevadas; portanto,
aumentam a solubilidade das proteinas por diminuirem a forca de atracdo entre as
moléculas. A constante dielétrica da agua é 80, sendo uma das mais elevadas. Os
solventes organicos possuem constantes dielétricas mais baixas e por esse motivo, alguns
deles sdo bons precipitantes de proteinas (OLLIS; WHITE, 1990). Cadeias apolares
alifaticas dos lipideos também podem interagir com regides hidrofébicas das proteinas e
diminuir sua solubilidade em meio aquoso (VOJDANI, 1996).

A solubilidade das proteinas de soja esta relacionada com outras propriedades
funcionais, como capacidade de gelificagcdo e emulsificacao e é afetada pelos métodos de
preparo de produtos comerciais. Entre estes, a alta presséo, a irradiagdo e tratamento
térmico aplicado para remocédo de solventes, destruicdo de fatores antinutricionais e
inativacdo de enzimas podem modificar a solubilidade das proteinas (KINSELLA, 1979).
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Geralmente, a diminuicdo da solubilidade ocorre pela desnaturagdo e agregacao
(CHEFTEL; CUQ; LORIENT, 1993).

Isolados protéicos de soja tratados a 60°C possuem 91% de solubilidade em NaCl
(0,5 M), enquanto que a 90°C, sua solubilidade é reduzida para 43% (FURUKAWA; OHTA,
1983). A solubilidade em agua das proteinas das farinhas de soja diminui de acordo com o
grau de tratamento térmico recebido e estruturalmente, as pontes dissulfeto, de hidrogénio
e/ou interagOes hidrofobicas parecem estar envolvidas na insolubilizacdo da proteina
(CLATTERBUCK; KEHRBERG; MARABLE, 1980).

Os isolados comerciais apresentam amplas variacées na sua solubilidade. Wagner
e Anon (1990) avaliaram as caracteristicas de treze isolados comerciais e encontraram
indices de solubilidade de nitrogénio em agua entre 24 a 84% e em NaCl 0,2M (pH 7,0)
entre 10 e 49%. Quando mais desnaturado o isolado, menor foi sua solubilidade em NaCl
0,2M.

Varios termos sdao empregados para se referir a solubilidade de uma proteina:
indice de nitrogénio soltvel (INS), proteina soltvel em agua (PSA), proteina dispersa em
agua (PDA) e indice de dispersibilidade da proteina (IDP). Os IDP e INS, métodos oficiais
da “American Oil Chemists Society” sdo os mais comumente utilizados. Normalmente, a
determinacdo envolve a dispersdao da proteina em &gua, agitacdo sob condigbes
controladas de pH, temperatura e forga idnica, seguida de centrifugagdo. O nitrogénio na
fracdo soluvel pode ser determinado pelo método de Kjeldahl ou métodos
espectrofotométricos (KILARA; SHARKASI, 1986).

2.3.2. Propriedade Emulsificante

Emulsbées sado definidas como misturas de dois liquidos imisciveis, estando um
deles disperso no outro em forma de minusculas goticulas (DAS; KINSELLA, 1990). Nos
alimentos, as fases imisciveis sao geralmente uma fase aquosa (solugcdes ou dispersoes
aquosas de macro ou micronutrientes) e uma lipidica (6leo ou gordura onde podem estar
dissolvidas substancias lipossoluveis) (WAGNER, 2000). Se o 6leo € a fase dispersa e a
agua a fase continua, tem-se uma emulsao de éleo em agua (O/A), ao contrario, se a agua
formar a fase dispersa e 0 6leo a fase continua, tem-se uma emulsao agua em 6leo (A/O).
Como agua e 6leo sao imisciveis, ha necessidade de agitacdo mecénica para que se forme
uma dispersao homogénea dos dois liquidos (HILL, 1996). Contudo, esse sistema é
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considerado termodinamicamente instavel, devido a elevada &area interfacial criada,
acompanhada por uma alta tensao interfacial, gerando um aumento da energia livre do
sistema (WAGNER, 2000).

Agentes emulsificantes favorecem a formag@o de emulsdes, diminuindo a tenséo
superficial na interface agua/éleo, conferindo estabilidade em curto prazo, pela formacao
de um filme protetor ao redor das goticulas dispersas. Desta forma, as proteinas, em
virtude da natureza anfipatica (sua estrutura quimica apresenta segmentos hidrofobicos e
hidrofilicos), sdo capazes de se orientar de acordo com a interface polar e nao polar,
sendo, portanto considerados 6timos emulsificantes (PANYAM; KILARA, 1996).

A reducao da tensao superficial, essencial para se obter a emulsao é governada por
trés processos: difusdo das moléculas de proteina e sua incorporagdo na interface;
desdobramento das moléculas de proteinas adsorvidas; e rearranjo molecular na superficie
das moléculas adsorvidas (PEARCE; KINSELLA, 1978). As proteinas diferem
significativamente em suas propriedades ativas de superficie. Essas diferencas nao podem
ser atribuidas somente aos seus residuos hidrofébicos/hidrofilicos, mas também estao
relacionadas as diferencas em sua conformacao, como estabilidade/flexibilidade da cadeia
polipeptidica, meio no qual elas se encontram dispersas e a distribuicao desses grupos
hidrofébicos e hidrofilicos na superficie da proteina (KLEMASZEWSKI; HAQUE;
KINSELLA, 1989).

Na formacado da emulsdo, os sitios hidrofobicos se orientam para a fase apolar
(6leo) enquanto que os segmentos polares e/ou com cargas se orientam para contactar a
fase aquosa; porém, a maior parte da molécula que ocupa a interface, interage com as
moléculas vizinhas e confere forgca e viscolelasticidade ao filme (PHILLIPS, 1981). As
propriedades mecénicas e reoldgicas dos filmes de proteinas sao importantes na formacao
e estabilizacdo das emulsbes e dependem do tipo e concentragdo da proteina, do pH do
meio, da forga ibnica e da temperatura do meio em que elas se encontram, grau de
desnaturacao e presenca de agentes redutores de ligacoes dissulfidicas (GARCIA et al.,
1997). Além de estabilizar as emulsbes, as proteinas modificam a textura e sao
importantes para a retencao do sabor e aroma (KINSELLA, 1984).

As proteinas de soja exibem boa propriedade emulsificante quando comparadas
com outras fontes protéicas (Ql; HETTIARACHCHY; KALAPATHY, 1997). A atividade e
estabilidade emulsificante das proteinas de soja sdo importantes para seu uso em varios
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sistemas alimenticios, como em emulsbes carneas, sorvetes e maionese (MOLINA;
PAPADOPOULOU; LEDWARD, 2001). Elas auxiliam na formacédo e na estabilizacdo de
emulsdes por reduzirem progressivamente a tensdo interfacial com o aumento de sua
concentragao (KINSELLA, 1979).

As proteinas de soja se difundem mais rapidamente em direcao a interface em
solugdes salinas do que em solugdes aquosas. A presenca de sal também pode reduzir a
repulsao de cargas entre as proteinas e aumentar as associacdes hidrofilicas na interface
(KINSELLA, 1979). O efeito do pH na relacdo entre caracteristicas hidrofilicas e
hidrofébicas e propriedades emulsificantes das proteinas de soja foi reportada por Elizalde,
Bartholomai e Pilosof (1996). A capacidade emulsificante minima foi observada em valor
proximo ao ponto isoelétrico da proteina. Segundo os autores, a baixa solubilidade no
ponto isoelétrico dificultou a formacao de emulsdes por impedir a migracao das proteinas
para a interface o que consequentemente nao contribuiu na repulsdo de cargas de

superficie entre as goticulas de éleo, responsavel por sua estabilizacao.

A atividade emulsificante (determinada por técnicas turbidimétricas) e a estabilidade
das emulsées de proteinas de soja formadas pela fragdo 7S diminuem acentuadamente em
pH igual a 5,0, enquanto que para a fracao 11S isso ocorre em igual a pH 6,0, sendo que a
baixa turbidez das emulsdes no ponto isoelétrico dessas proteinas foi relacionada com o
maior tamanho das particulas de 6leo, no caso da 11S, e com a floculagao de pequenas
particulas de 6leo, no caso da 7S (YAMAUCHI et al., 1982).

Voutsinas, Nakai e Harwalkar (1983) verificaram que o tratamento térmico do
isolado protéico de soja provoca aumento da atividade emulsificante, porém a estabilidade
das emulsdes inicialmente aumenta, porém em seguida, diminui proporcionalmente com o
aumento da temperatura empregada. A desnaturagao parcial das proteinas aumenta a
flexibilidade das moléculas e expde seus grupamentos hidrofébicos, consequentemente
aumentando a interagao das proteinas na interface 6leo/agua (PANYAM; KILARA, 1996).

Basicamente, trés metodologias tém sido usadas para o estudo de propriedades
emulsificantes: capacidade emulsificante (CE), indice da atividade emulsificante (IAE) e
estabilidade da emulséo (EE) (PANYAM; KILARA, 1996).

Capacidade emulsificante € definida como o volume de dleo (mL) que pode ser
emulsionado por grama de proteina, antes que haja a inversao ou colapso das fases. A
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capacidade maxima de emulsificagdo de uma proteina é determinada no ponto em que se
verifica 0 colapso ou quebra da emulsdo. A quebra da emulsado podera ser percebida de
trés maneiras diferentes: visualmente, pela separacdo de fases; pelo som produzido em
conseqliéncia da separacdo de fases; pela queda de condutividade (aumento da
resisténcia elétrica) medida em um amperimetro (PANYAM; KILARA, 1996). Este método,
como todos, tem seus inconvenientes como tempo total de emulsificacdo e o volume total
da emulsdo ndo sao constantes; o valor de CE é dependente da velocidade de formacéao
de agregados e da geometria do homogeneizador (WAGNER, 2000). Quando a
viscosidade da emulsdo € muito alta, a determinacdo do ponto de inversao é dificultada,
pois a mistura do 6leo na emulsdo pode ser ineficiente e incompleta e erros nos valores da
capacidade emulsificante sdo observados (PEARCE; KINSELLA, 1978).

A atividade emulsificante refere-se a area maxima interfacial por grama de proteina
de uma emulsao estabilizada (DAMODARAN, 1996). Os métodos utilizados para
determinacao desta propriedade, diferem na técnica empregada para medir ou estimar esta
area interfacial, que podem ser: por dispersao de luz (PEARCE; KINSELLA, 1978), por
microscopia oOtica ou eletrénica (KLEMASZEWSKI; HAQUE; KINSELLA, 1989) ou por
contador de particulas (WALSTRA; OORTWING, 1969). No método descrito por Pearce e
Kinsella (1978), a atividade emulsificante, expressa pelo indice de atividade emulsificante
(IAE, em m?/g) é definida como a é&rea interfacial criada e estabilizada pela concentragéo
de proteina e é estimada a partir da turbidez da emulsdo em comprimento de onda de 500
nm. A turbidez produzida por uma dispersao de particulas é proporcional a area interfacial
do filme de proteina que envolve a goticula de éleo emulsificada (WAGNER, 2000).

O valor do indice de atividade emulsificante depende do volume da emulsao, tipo de
homogeneizador, velocidade e duracdo da homogeneizacdo, concentragcdo de proteina,
forma de diluigao, classe e quantidade de éleo. Por ser uma medida turbidimétrica, deve-se
evitar a formacao de ar, formacao de fléculos e variacdo de tempo entre as sucessivas
diluicoes durante a analise (WAGNER, 2000).

O estudo da estabilidade de uma emulsao consiste em analisar a capacidade de
uma proteina manter uma emulsdo por um certo periodo de tempo, sob determinadas
condigdes (PEARCE; KINSELLA, 1978). Curt (1994) classifica os métodos de estudo da
estabilidade de uma emulsdao em dez grupos segundo a técnica empregada: medida

volumétrica ou gravimétrica da quantidade de 6leo e agua separados de uma emulsao;
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extracao de 6leo por solventes; medidas reoldgicas; medidas 6ticas; medidas de tamanho
das particulas; ressonancia magnética; medida da temperatura apds a irradiacdo com
microondas; medidas condutimétricas; ultra-som e propriedades dielétricas.

QOutra classificagao pode ser feita em relagcdo aos estudos dos mecanismos de
desestabilizacdo de uma emulsao (floculacado, coalescéncia, despropor¢cdo € inversao)
(WAGNER, 2000). O método comumente utilizado na medida de estabilidade é descrito por
Pearce e Kinsella (1978), onde é utilizada a mesma técnica descrita para a atividade
emulsificante (formagédo da emulsao, diluigdo de uma solugéo estabilizadora e medida de
turbidez) com a inclusdo de ensaios com a emulsdo armazenada por um determinado
periodo de tempo depois de sua preparacao.

A estabilidade de uma emulséao é afetada por diversos fatores como a distribuigao
do tamanho da goticula (geralmente entre 0,1-100 uM), a viscosidade da fase continua, a
temperatura, a diferenca de densidade entre fases, a relagdo volumétrica entre fases, as
propriedades da pelicula interfacial e o trabalho mecanico (agitacdo) a que a emulsao é
submetida. Estes fatores indicam que as condicdes de formacéo e armazenamento de uma
emulsao influenciam a estabilidade e se tornam Uteis para a avaliacdo desta propriedade
(WAGNER, 2000).

2.3.3. Propriedade de gelificacao

A capacidade de formar géis sob condicbes especificas é uma importante
caracteristica de muitas proteinas. Os géis protéicos sdao compostos de uma matriz
tridimensional, de rede cruzadas e de associagao entre as cadeias polipeptidicas que
ocorrem de maneira ordenada e sdo capazes de imobilizar uma grande parte de agua. Os
géis sao caracterizados pelo aumento da viscosidade, plasticidade e elasticidade
(KINSELLA; WHITEHEAD, 1989).

A formagao do gel protéico usualmente requer aquecimento da proteina e o
processo de gelificagao acontece em duas etapas, envolvendo inicialmente a
desnaturacdo da proteina nativa com desdobramento da cadeia polipeptidica, que
gradualmente se associam e, nesta fase, o chamado “progel” é formado (FIORA
PILOSOF; BARTHOLOMAI, 1990). O segundo passo & a associacdo de moléculas
desnaturadas para formar uma matriz de gel capaz de reter agua, lipideos, agucar,
“flavors” e outras substancias. As propriedades de textura dos géis estdao intimamente
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relacionadas ao tipo de rede na matriz (WANG; DAMODARAN, 1990). Quando aquecidos
em torno de 100°C, o gel passa do estagio “progel “ em “metasol” devido a degradagao
térmica das estruturas terciarias e secundarias das proteinas (GARCIA et al., 1997).

Os géis podem ser classificados como termo-reversiveis e termo-irreversiveis. Nos
termo-reversiveis, os géis de proteinas sdo transformados em condi¢des de pro-gel no
aquecimento, passando a gel no resfriamento, que pode ser revertido ao estado de pré-gel
com subsequente aquecimento, sugerindo que o passo de agregacao é termo-reversivel.
Nos géis termo-irreversiveis, uma vez formados n&o revertem ao estado pro-gel se
submetidos ao aquecimento. As forcas de ligacdo predominantes sao diferentes de acordo
com o tipo de gel. Nos termo-reversiveis a estrutura é estabelecida basicamente por
pontes de hidrogénio, as quais se rompem facilmente no aquecimento. Ja os géis
irreversiveis sao formados por ligacoes dissulfidicas. (OAKENFULL, 1987).

Do ponto de vista microestrutural podem ser encontrados varios tipos de géis
protéicos: os formados por uma rede de finos filamentos e os agregados ou particulados.
Os primeiros sao formados por uma associagdo ordenada de moléculas de proteina sendo
que a espessura dos filamentos é muito pequena, de tal forma que os géis sao
transparentes. Esta é uma estrutura tipica de muitos polissacarideos € pouco comum nos
géis protéicos, salvo os de gelatina. Estes géis retém muita agua e sao termo-reversiveis.
Para as proteinas globulares, as moléculas se associam de forma covalente e nao
covalente formando filamentos de pequenas particulas tipo “colar de pérolas”. A formacao
de géis agregados ocorre em pHs préximos do ponto isoelétrico, por desnaturagéo parcial
da proteina ou pela presenca de sais. Os géis agregados sao opacos € possuem menor
capacidade de retengao de agua. (PILOSOF, 2000).

No caso de géis de proteina, a rede formada é considerada como resultante de um
equilibrio entre interagdes proteina-proteina e proteina-solvente e as forgas repulsivas e
de atragcao entre as moléculas. Entre as forgas atrativas se encontram fundamentalmente
as interacdes hidrofébicas maximizadas por temperaturas elevadas, forcas eletrostaticas,
ibnicas, pontes de hidrogénio e dissulfeto. O grau de contribuicdo de todas essas forgas
varia, dependendo da natureza da proteina, do meio formador do gel e das varias etapas
do processo de gelificacdo (CLARK; LEE-TUFFNEL, 1986). A concentracao de proteina na
dispersao é um dos fatores mais importantes que determina as caracteristicas finais dos

géis. A maioria das proteinas apresenta uma concentracdo minima para que ocorra o
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processo de gelificacdo. A formacao e as caracteristicas dos géis também sao afetados
pela intensidade do tratamento térmico, pH, tipo e concentracdo dos sais, acUcares e
outros componentes como os polissacarideos (RENKEMA et al.,, 2000; SHIMADA;
CHEFTEL, 1988).

De um modo geral, em pH afastado do ponto isoelétrico, ocorre maior repulsao
entre as moléculas e nao se forma gel de maneira ordenada. Entretanto, no pH isoelétrico,
as moléculas se atraem e o gel formado € opaco, pouco elastico e menos consistente
(DOI, 1993). Os géis estabilizados por pontes de hidrogénio tendem a ser termicamente
reversiveis, enquanto que os estabilizados por pontes dissulfetos sao termicamente
irreversiveis. Com o aquecimento, verifica-se um aumento de formacdo de pontes
dissulfeto e um fortalecimento das interagdes hidrofébicas. Contudo, a formagao de pontes
de hidrogénio ocorre principalmente no resfriamento (CLARK; LEE-TUFFNEL, 1986).

E importante a acdo de agentes redutores e oxidantes sobre a formacéo de géis,
uma vez que esses agentes afetam o nimero de pontes dissulfeto, tdo fundamentais na
interacao proteina-proteina (SINGH, 1991). Essas reacoes sao utilizadas amplamente para
introduzir mudancas na firmeza e/ou consisténcia dos géis para diversas finalidades.
Enzimas tém sido utilizadas para introduzir ligagdes cruzadas, inter e intramolecular em
proteinas de soja, caseina e outras proteinas lacteas para aumentar a capacidade de
formacgéo de gel dessas proteinas (NIO, MOTOKI; TAKINAMI, 1985; NONAKA et al., 1992;
NONAKA et al., 1994).

A gelificacdo de dispersdes de proteina de soja pode ser promovida pelo
aquecimento e resfriamento ou pela adicao de calcio. Dispersdes protéicas de soja no
estado “sol” mudam para o “progel” sob condicées de aquecimento, sendo que o gel é
formado no resfriamento. O aquecimento inicial causa a dissociagao irreversivel dos
polipeptideos das globulinas, que sob resfriamento agregam em uma rede estabilizada por
pontes de hidrogénio e interacdes idnicas (KINSELLA, 1979).

Tanto a glicinina como a B-conglicinina da soja tem capacidade de formar redes
ordenadas consistindo de filamentos grossos (HERMANSSON, 1986). Os géis de solugdes
de glicinina sdo formados por estruturas regulares cilindricas e ocas. A 85°C, na presenca
de NaCl, a glicinina forma géis com estruturas agregadas. Os géis de B-conglicinina sao

formados por estruturas mais irregulares, agregadas na forma de “duplos espirais”. A
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adicao de sal ndo afeta a microestrutura dos géis de B-conglicinina como acontece com os
de glicinina. (HERMANSSON, 1986). As caracteristicas dos géis obtidos de isolados
protéicos de soja, onde a glicinina e a B-conglicinina estao presentes, sdo melhores que 0s
obtidos com as fracdes protéicas separadas (YAO; TANTEERATARM; WEI, 1990).

Os géis de glicinina séo mais firmes e mais elasticos do que os da B-conglicinina
(SHIMADA; MATSUSHITA, 1980). Diferencas na estabilidade térmica da glicinina e B-
conglicinina, especialmente na presenca de varias concentracoes de sal, pode promover
géis com diferentes propriedades fisicas (FURUKAWA; OHTA; YAMAMOTO, 1979).

Kang, Matsumura e Mori (1991) avaliaram os géis produzidos de dispersdes de
precipitados acidos de proteinas de soja em temperaturas de 80 a 100°C e nas
concentragdes de 18 a 20% e observaram que géis formados em altas temperaturas e
concentragdes de proteinas eram firmes, duros e pouco quebradigos. Por outro lado, estes
autores observaram que a elasticidade dos géis ndo foi afetada pela variacdo de
concentragao, porém foi menor para os géis obtidos em altas temperaturas.

Os g@éis podem ser caracterizados do ponto de vista macroestrutural ou
microestrutural. A avaliacdo macroestrutural envolve as propriedades fisicas e quimicas do
sistema e pode ser realizada através das analises de viscoelasticidade, de textura, de
propriedades de fluxo (viscosidade) e de retengdo de &gua. A caracterizagdo em nivel
molecular do sistema requer avaliacdo das propriedades relacionadas as transformagodes
moleculares que ocorrem durante a formagao do gel. Entre a avaliagdo macroestrutural e a
molecular, se pode definir uma regido chamada de “microestrutural”. Esta avaliacao
envolve as reacdes e mudancas fisicas que ndo podem ser observadas visualmente. Dos
tipos de analises microestruturais podem ser destacadas: a microscopia eletrénica de
varredura (MEV), microscopia eletrénica de transmissdo (MET), microscopia otica e
calorimetria diferencial de varredura (CDV) ou DSC. (PILOSOF, 2000).

2.4. Alteracoes quimicas dos graos de soja durante armazenamento

Apb6s a colheita, a soja geralmente é armazenada até ser processada e longos
periodos de estocagem e condi¢cdes ambientais inadequadas podem afetar negativamente
sua qualidade (HOU; CHANG, 1998). A manutenc¢ao da qualidade da soja é dependente do
tempo de estocagem, temperatura, teor de umidade, presenca de injuria mecanica,
variedade dos graos, presenca de microorganismos e ataque de insetos (LIU, 1997).
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Estudos sobre armazenamento de graos tém mostrado que a umidade inicial é o
fator mais importante na manutengao da qualidade, principalmente quando armazenados
em temperatura ambiente, sendo indicada umidade entre 12 a 15% (em base seca) (RIOS;
ABREU; CORREA, 2003; AFONSO; CORREA; QUEIROZ, 2000; CHANG et al., 2004; LIU,
1997). Afonso, Corréa e Queiroz (2000) também salientam que a longevidade das
sementes de soja durante o armazenamento dependera da umidade relativa do local
devido a sua caracteristica de higroscopicidade. No entanto, Carvalho e Nakagawa (1988)
relatam que a umidade do ar intergranular e a temperatura sao fatores determinantes na
qualidade fisioldgica do gréo durante o armazenamento e que a umidade relativa do ar,
estritamente relacionada ao teor de umidade da semente, influenciard nos diferentes

processos metabdlicos que podem ocorrer no grao.

Dependendo das condi¢cdes e do tempo de estocagem, os macronutrientes dos
graos, tais como as proteinas, lipideos, carboidratos e vitaminas podem ser afetados. As o
e P-amilases convertem o amido em dextrinas e maltose, principalmente em graos
armazenados com alto teor de umidade. Normalmente, grdos armazenados por longos
periodos contém dextrinas e uma grande quantidade de agucares redutores e diminuicao
dos nao redutores. Em graos armazenados com umidade acima de 15% pode ocorrer a
fermentacdo de carboidratos com producdo de alcool e acido acético, resultando em
odores indesejaveis, além da perda de seu valor nutritivo (ATHIE et al., 1998).

Quando os graos apresentam alto teor de umidade ou sdo armazenados em
ambiente com alta umidade, os lipideos s&o hidrolisados pelas lipases em &cidos graxos
livres e glicerol. Essa alteracdo é acelerada pelo crescimento fungico e a hidrélise dos
lipideos ocorre muito mais rapidamente do que a das proteinas e carboidratos. As
alteracOes deteriorativas nos lipideos dos graos também podem ser oxidativas resultando
em odor e sabor rango (ATHIE et al., 1998).

As alteracbes que ocorrem no armazenamento dos graos de soja podem levar a
perdas funcionais e nutricionais e, consequentemente, reduzir seu valor comercial. Estas
alteracdes estao principalmente associadas as proteinas, seu maior componente
(THOMAS, MAN; MAN, 1989; LAMBRECHT et al.,, 1996). Estudos mostram que o
armazenamento de graos de soja em temperaturas e umidades relativas acima de 20°C e

65% respectivamente, resulta na diminuicao da solubilidade, decréscimo na digestibilidade
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“in vitro” das proteinas e no aumento dos aminoacidos livres (THOMAS, MAN; MAN, 1989;
ATHIE et al., 1998; HOU; CHANG, 1998).

Poucas alteragdes no teor de minerais ocorrem em graos armazenados de maneira
adequada. A maior parte do fésforo nos graos esta presente na forma de fitato e a sua
disponibilidade pode aumentar durante a estocagem, devido a acao da fitase, uma enzima
enddégena do grdo (ATHIE et al., 1998).

Perdas de carotenos e tocoferois, principalmente em milho e sorgo, ocorrem
durante o armazenamento e especialmente em temperaturas elevadas. As perdas de
tiamina (vitamina By4) e riboflavina (vitamina B,) dependem das condi¢cdes de estocagem.
Perdas de outras vitaminas do complexo B sdo menores em grdos armazenados em
condi¢cdes adequadas (ATHIE et al., 1998).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material

Foram utilizados grédos de soja do cultivar Embrapa 48, fornecidos pela “Brejeiro
(Produtos Orlandia S/A, SP, Brasil), cultivados na regidao de Nuporanga-SP e colhidos no
més de margo de 2003.

Os reagentes utilizados foram de grau analitico (p.a.) e cromatografico de varias
procedéncias. Os equipamentos usados foram especificos para cada método.

3.2. Métodos
3.2.1. Irradiacao dos graos de soja

A irradiacdo dos graos de soja foi realizada no Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares (IPEN) localizado na cidade de Sao Paulo (SP, Brasil). Os graos de soja foram
divididos em quatro lotes, sendo que dois lotes, embalados em sacos de papel, foram
submetidos a radiagcdo gama com doses de 2,0 e 5,0 kGy respectivamente, com fonte de
®Cobalto, Gammacell 220 (Atomic Energy of Canada Ltd., Canadd) com atividade
aproximada de 5669 Ci. A taxa de dose empregada foi de 4,68 kGy/h. Um terceiro lote foi
embalado em sacos plasticos com altura maxima de 7,0 mm e irradiado com dose de 2,0
kGy, utilizando feixe de elétrons, Dynamitron Il Electron Beam Acelerador (Radiation
Dynamics, Inc., N.Y. EUA), com taxa de dose de 4,47 kGy/s. Foram realizadas duas
passadas sob o feixe de elétrons. Apos a irradiagdo com feixe de elétrons, os graos foram
transferidos para sacos de papel. Um quarto lote foi utilizado como grupo controle (nao
irradiado).

3.2.2. Armazenamento dos graos de soja

Todos os lotes, embalados em sacos de papel (tratados com raios gama, feixe de
elétrons e o grupo controle) foram armazenados por doze meses em condigdes ambiente.
Medidas da temperatura maxima e minima e umidade relativa do local de armazenamento
foram realizadas diariamente utilizando-se um termo-higrometro (Incoterm, RS, Brasil). A

amostra dos lotes foi retirada a cada quatro meses para realizacado das analises.
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3.2.3. Obtencao das farinhas e isolados protéicos de soja

Os graos irradiados e nao irradiados foram decorticados, usando-se o descascador
mecanico para graos e triturados em moinho de facas com camara termostatizada (mod.
MA-630, Marconi Ltda, SP, Brasil). O 6leo foi extraido em extrator tipo Soxlet e a
dessolventizacao dos graos triturados foi feita em capela. Os graos triturados foram moidos
em moinho de facas com camara termostatizada obtendo-se as farinhas com granulometria
de 30 mesh. Os isolados foram produzidos a partir das farinhas desengorduradas de
acordo com método descrito por Petrucelli e Anén (1995). O fluxograma do processo pode
ser observado na Figura 1. As farinhas (FDS) e os isolados protéicos (IPS) obtidos de
graos irradiados e controle foram denominados da seguinte forma: FDS-C e IPS-C (obtidos
de graos nao irradiados); FDS-2,0 kGy e IPS-2 kGy (obtidos de graos gama irradiados com
dose de 2 kGy); FDS-5 kGy e IPS-5 kGy (obtidos de graos gama irradiados com dose de 5
kGy); FDS-Acel e IPS-Acel (obtidos de graos irradiados com dose de 2 kGy utilizando-se
feixe de elétrons).

3.2.4. Caracterizacao dos graos de soja
3.2.4.1. Composicao centesimal

Teor de umidade, proteina e cinzas foram determinados segundo A.O.A.C (1990) e
de lipideos pelo método descrito por Bligh e Dyer (1959). Para conversao de nitrogénio em

proteina, o teor de nitrogénio foi multiplicado pelo fator 6,25.
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Figura 1. Fluxograma para produgéo da farinha desengordurada e isolado protéico de soja.
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3.2.4.2. Atividade de agua (Aw)

A atividade de agua dos graos de soja foi medida em equipamento Aqua-Lab, serie
3TE (Decagon Devices, Inc. Pullman, Washington, EUA) conforme especificagdes do
fabricante. A andlise foi realizada em triplicata.

3.2.4.3. Teor de isoflavonas nos graos de soja

Os graos de soja foram moidos em moinho Janke e Kunkel A-10 (Wilmington,
USA) sob refrigeracdo (4 £ 1°C) e peneirados em peneira de 0,25 mm. Amostra de 1 g foi
homogeneizada em 20 mL de solugcado de metanol 80% sob agitagao magnética por 2 horas
a 4°C (GENOVESE; LAJOLO, 2001). Os extratos metandlicos foram filtrados em papel
Whatman n? 6 e concentrados para eliminagdo do metanol em evaporator rotativo
(Rotavapor® RE 120-Buchi, Flawil, Sweden) a 40 + 1°C. O volume foi ajustado com
metanol (grau cromatografico) para se obter concentracdo final de 80% de metanol.
Aliquotas de 20 pL, previamente filtradas em membrana PTFE (politetrafluroetileno) 0,22
uM da Millipore Ltda (Billerica, MA, EUA), foram injetadas automaticamente em
cromatégrafo liquido da Hewlett Packard (EUA) série 1100, com detetor de arranjo de
diodos (DAD) e coluna C18 NovaPaK (Waters, Milford, EUA) (30cm x 4,6 mm). As
condi¢des cromatograficas foram: fluxo de 1 mL/min; a fase mével foi com gradiente de
aumento linear de 18 a 60% de acetonitrila e acido acético 0,1%; a deteccao foi feita a 255
nm. A curva padrao foi obtida com daidzeina e genisteina da SIGMA Chemicals Company
(St. Louis, MO, EUA), daidzina e genistina da Apin Chemicals LTD. (Abingdon, Reino
Unido), glicitina e gliciteina da Fujicco Co. Ltd (Kyoto, Japao). As curvas obtidas
normalizadas considerando-se as diferencas de peso molecular das formas glicosiladas,
multiplicando-se a massa de cada derivado pela razdo entre o peso molecular da
respectiva aglicona e o peso molecular da forma glicosilada, de acordo com Song et al.
(1998).

3.2.4.4. Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi determinada pelo sistema de oxidacdo do -caroteno e
acido linoléico segundo metodologia descrita por Hammerschmidt e Pratt (1978). Amostras
de 40 g de graos de soja foram moidas em moinho de facas com camara termostatizada
(mod. MA-630, Marconi Ltda, SP, Brasil), obtendo-se granulos de 30 mesh. Os graos
moidos foram homogeneizados em 200 mL de metanol, com agitador magnético, por 3
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horas a temperatura ambiente e filtrados em papel filtro Whatman n® 42. As solucdes
obtidas foram evaporadas utilizando-se evaporador rotativo (mod. TE120, Tecnal Ltda., SP,
Brasil) a 40°C até obter-se volume de 12 mL, e estocados a —20°C até serem analisados.

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 60 mg de acido linoléico (SIGMA
Chemicals Company, St. Louis, MO, EUA), 200 mg de Tween 40, 5 mg de B-caroteno
(SIGMA Chemicals Company, St. Louis, MO, EUA) e 5 mL de cloroférmio. O cloroférmio foi
evaporado em evaporador rotativo a 50°C. Adicionou-se 50 mL de agua deionizada e
oxigenada sob agitacao vigorosa. Aliquotas de 1 mL desta mistura foram transferidas para
tubos de ensaio contendo 2 mL de agua deionizada e oxigenada e 0,5 mL do filtrado,
preparado na etapa anterior. A leitura da absorbéancia foi realizada a 470 nm no tempo zero
e em intervalos de 60 minutos, por 3 horas. A reacdo de oxidacao foi conduzida a 40°C.
Brancos foram preparados sem o filirado. A taxa de branqueamento do [-caroteno foi
determinada pela diferenca entre as absorbancias inicial e final, dividido pelo tempo de
incubacao. A atividade antioxidante, segundo Pratt e Birac (1979), é medida pelo indice de
antioxidacao e este foi determinado de acordo com a equagao 1, onde TBC ¢é a taxa de

branqueamento do controle e TBG € a taxa de branqueamento de cada grupo.

. .. _ TBC .
Indice de antioxidacdo= —— (equacgao 1)

TBG

3.2.4.5. indice de acidez

O indice de acidez foi determinado no 6éleo obtido no processo de
desengorduramento da farinha integral de soja de acordo com a A.O.C.S (1988). indice de
acidez é definido como a massa de hidréxido de potassio, em miligramas, gasta na
neutralizagdo dos acidos livres presentes em 1 g de 6leo. A analise foi realizada em
triplicata. O indice de acidez foi calculado através da equacéo 2.

VxFxNx56,1
m

Acidez Total (mg KOH) = (equagéo 2)

Onde:
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V= volume NaOH (0,1N) gasto (mL); F= fator de padronizacao da solugdo de NaOH; m=
massa da amostra (g); N= normalidade da solucao do NaOH.

3.2.5. Caracterizacao das farinhas e isolados protéicos de soja
3.2.5.1. Composicao centesimal

A composicao centesimal foi determinada nas farinhas desengorduradas e isolados
protéicos de soja seguindo o procedimento descrito no item 3.2.4.1.

3.2.5.2. Teor de fitato

O teor de fitato foi determinado, em triplicata, segundo o método de Latta e Eskin
(1980). O fitato presente na farinha desengordurada foi extraido em solucao de HCI (0,65
N). A solucgao foi filtrada (papel filtro Whatman n® 42) e diluida com agua destilada para
posterior eluicdo em coluna de troca ibnica, AG1-X8 da Bio-Rad (Hercules, CA, EUA) com
NaCl 0,1M e 0,7M. Ao extrato contendo fitato, foi adicionado o reagente Wade (0,03%
FeCl;.6H,0 e 0,3% acido sulfosalicilico em agua destilada) e a leitura da absorbancia foi
realizada a 500 nm. Para determinacao da concentracéo de fitato nas amostras, foi feita

uma curva padrdo com acido fitico nas concentracdes de 0 a 100 pg/mL.
3.2.5.3. Atividade dos inibidores de tripsina (AIT).

A atividade dos inibidores de tripsina foi determinada nas farinhas desengorduradas
segundo o método de Kakade et al. (1974), utilizando-se BAPNA (benzoil-DL-arginina-p-
nitro-anilida) (SIGMA Chemicals Company, St. Louis, MO, EUA) como substrato para a
enzima tripsina do pancreas bovino (SIGMA Chemicals Company, St. Louis, MO, EUA).
Amostra (1g) foi suspensa em 100 mL de solucdo de NaOH 0,01 M. Apéds agitacao
mecanica (3 horas em temperatura ambiente) a suspensao foi centrifugada (9000 x g/15’ a
temperatura ambiente). O sobrenadante foi diluido e aliquotas de 0,2 a 1,0 mL foram
pipetadas em tubos de ensaio € o volume ajustado para 2,0 mL com agua destilada. A
cada tubo, previamente acondicionado em banho-maria a 37°C, adicionou-se 1,0 mL da
solucao de tripsina (0,05 mg/mL de HCI 0,001M) e apés 10 minutos adicionou-se em cada
tubo 7,0 mL do BAPNA (0,3 mg/mL de Tampéao Tris 0,05M, pH 8,2 contendo CaCl, 0,02M),
previamente aquecido a 37°C. A reagéo foi interrompida ap6s 10 minutos pela adicdo de 1
mL de solucao de &cido acético 30% e a absorbancia lida a 410 nm, contra os brancos da
reacdo, aos quais adicionou-se 0 acido acético antes do BAPNA. Por definicdo, uma
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unidade de tripsina é o aumento de 0,01 unidades de absorbéncia a 410 nm em 10 mL da
mistura de reagao. A atividade do inibidor de tripsina foi calculada como o numero de
unidades de tripsina inibida (UTI). Foram realizadas duas extracdes de inibidor de tripsina e
cada extracao foi analisada em triplicata.

3.2.5.4. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) das proteinas soltuveis dos
isolados protéicos de soja

Os isolados protéicos (1% p/v) foram dispersos em agua destilada, tampao Tris-
Glicina pH 8,0 (0,086 M de Tris base; 0,09 M glicina e 4 mM de EDTA), tampao Tris-Uréia-
SDS (Tampéao Tris-Glicina com 6M de Ureia e 0,5% SDS) e Tris-DTT (Tampao Tris-Glicina
com 6 M de uréia e 0,5% SDS com 10 mM de ditiotreitol), de acordo com o descrito por
Shimada e Cheftel (1988). As dispersées foram homogeneizadas por 30 minutos a
temperatura ambiente e centrifugadas a 35000xg/15 min a 25°C. Aliquotas dos
sobrenadantes foram diluidas em tampé&o contendo Tris-HCI 0,5M, pH 6,8, 10% de glicerol
e 0,1% de azul de bromofenol. A determinacdo do perfil eletroforético das proteinas
soluveis dos isolados de soja em diferentes tampdes foi realizada utilizando-se o sistema
SDS-PAGE (LAEMMLI,1970) em condicdes nao redutoras. O gel foi corado em solucao
contendo Coomassie Brilliant Blue 0,2% em metanol-acido acético-agua destilada (5:1:5
v/v), seguindo-se a descoloracao em solugdo metanol-acido acético-agua destilada. Os
pesos moleculares aproximados foram determinados utilizando-se padrao de massa molar
da Pharmacia (NY, EUA): fosforilase b (94kDa); albumina bovina (67 kDa); ovalbumina (43
kDa); anidrase carbdnica (30 kDa); inibidor de tripsina (20 kDa) e a-lactoglobulina (14,4
kDa).

3.2.5.5. Analise térmica por calorimetria diferencial de varredura (CDV)

Os IPSs foram dispersos em agua destilada (20% p/v) e aliquotas 10-15 mg
colocados em capsulas de aluminio hermeticamente seladas. As amostras foram
aquecidas de 25 a 100°C com rampa de temperatura de 10°C/min. Uma capsula vazia foi
usada como referéncia (SORGENTINI et al., 1991). A temperatura de desnaturacao foi
correspondente ao pico do termograma. A entalpia de desnaturacdo (AH) e a temperatura
de desnaturacao (Td) foram calculadas utilizando-se o software do equipamento DSC 2010
da TA Instruments (New Castle, DE, EUA). Apés a corrida, as capsulas foram perfuradas e
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colocadas em estufa a 105°C para secagem e determinacdao da massa de proteina em
base seca.

3.2.5.6. Grupos sulfidrila livres (SH)

Foram determinados de acordo com a metodologia descrita por Beveridge; Toma e
Nakai (1974). Amostras com 100 mg de isolado protéico de soja foram dissolvidas em 10
mL de tampao contendo 0,086 M de Tris-HCI, 0,09 M Glicina, 0,004 M de EDTA e 8 M de
uréia, pH 8,0. Apdés completa homogeneizacdo, centrifugou-se a 10000xg/10 min a
temperatura ambiente. O sobrenadante foi filtrado em membrana 0,45 uM da Millipore
(Billerica, MA, USA). Trinta uL do reagente de Ellman (4 mg/mL de &cido 5,5'-ditiobis-2-
nitrobenzoico em tampao Tris-HCI-Glicina-EDTA, pH 8,0) foi adicionado em 3 mL de
aliquota. A absorbéncia foi lida a 412 nm. Foram realizadas duas extracdes e cada
extracao foi analisada com trés repeticoes.

3.2.5.7. Fluorescéncia Intrinseca

As medidas de fluorescéncia dos isolados protéicos de soja (0,5 mg/mL em 0,01 M
de tampao fosfato pH 7,4) foram realizadas utilizando-se fluorimetro (Hitachi Instrument
Company, modelo F-4500, Téquio, Japao), segundo metodologia descrita por Kalapathy,
Hettiarachchy e Rhee, (1997). O A de excitacao foi de 280 nm e os de emissao na faixa de
300-450 nm. As curvas obtidas foram normalizadas em fun¢do das concentragdes das
proteinas dos isolados. As concentracbes das proteinas foram determinadas
espectrofotometricamente em 280 nm utilizando-se o coeficiente de extingdo molar E'*;y,
de 1,204.

3.2.5.8. Cromatografia Liqliida de alta eficiéncia de fase reversa (CLAE-FR)

O perfil de hidrofobicidade/hidrofilicidade das proteinas dos isolados de soja foi
determinado utilizando-se a técnica de CLAE-FR, segundo metodologia descrita por
Oomabh; Voldeng e Fregeau-Reid (1994). Foi utilizado o cromatdgrafo liqlido mod. 9075,
injetor mod. 9012, detector UV/VIS mod. 9050 e coluna C18 FR100 (5 um, 4,6 mm X 25,0
cm), todos da Marca Varian (Palo Alto, Califérnia, EUA). A analise foi realizada a
temperatura ambiente e as proteinas eluidas em um gradiente linear de 20 a 65% de
acetonitrila e 0,1% de acido trifluroacético (TFA) no tempo de 60 minutos com fluxo de 1,0
mL/min e deteccao a 280 nm (0,02 AUFS). Para fins de andlise, os cromatogramas foram
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divididos em trés regides: regido |, de 0 a 8 min de eluigcao (eluente com 0 - 20% de
acetonitrila e 0,1% TFA); regiao Il, de 8 a 16 min de eluigcdo (eluente com 20 - 35% de
acetonitrila e 0,1% TFA); regido Ill de 16 a 40 min (eluente com 35 - 65% de acetonitrila e
0,1% TFA). Foram realizadas duas extracdes e cada extrato foi analisado em duplicata.

3.2.5.9. Cromatografia liqliida de alta eficiéncia de exclusao molecular (CLAE-EM)

O perfil de distribuicdo da massa molar das proteinas dos isolados de soja foi
determinado utilizando-se a técnica de CLAE-EM, de acordo com a metodologia descrita
por Kalapathy, Hettiarachchy e Rhee (1997). Foi utilizado o cromatédgrafo liquido mod.
9075, injetor mod. 9012, detector UV/VIS mod. 9050 e coluna RES-ELUT SEC (7 um, 7,75
mm X 300 mn), todos da Marca Varian (Palo Alto, Califérnia, EUA). A analise foi realizada
em temperatura ambiente e as proteinas de soja foram eluidas isocraticamente em tampao
fosfato de potassio 0,05 M (pH 6,8) contendo 0,15 M NaCl no tempo de 20 minutos com
fluxo de 0,8 mL/min, temperatura ambiente e deteccdo a 280 nm (0,02 AUFS). A curva
padrao foi obtida com os seguintes marcadores de proteina da Bio-Rad (Hercules, CA,
EUA): tiroglobulina bovina (670 kDA), gama globulina bovina (158 kDa), ovalbumina (44
kDa), mioglobina (17 kDa) e vitamina B-12 (1,35 kDa).

3.2.6. Propriedades Funcionais dos isolados protéicos de soja (IPSs)
3.2.6.1.Solubilidade protéica

A solubilidade foi determinada de acordo com Morr et al. (1985). Dispersdes de 1%
(p/v) de proteina dissolvidas em NaCl 0,1N e em agua destilada nos pHs, 3,0, 5,0 € 7,0,
foram mantidas sob agitacdo por 1 hora e em seguida centrifugadas (20.000xg/30 min) a
4°C. Apés filtracao em papel Whatman n°1, aliquotas foram tomadas e o conteudo de
proteina soluvel determinado pelo método semi-micro Kjeldahl (AOAC, 1990). A

solubilidade protéica foi calculada de acordo com a equacéo 3:

SP(%) = (?nsgg) .1000 (equacao 3)

Onde:
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Cs = concentracao de proteina no sobrenadante (mg/mL); m= massa da amostra (mg); Ca

= concentragao de proteina na amostra (%)
3.2.6.2. Propriedade de gelificacao

Os géis foram preparados segundo a metodologia descrita por Voutsinas, Nakai e
Harwalkar (1983). Dispersdes com concentracdo de proteina de 14% e pH 7,0 foram
distribuidas em tubos de vidro (1,0 cm de didmetro X 5 cm de altura), aquecidas a 95°C por
30 min e resfriadas a 8°C por 12 horas. Apbs esse periodo, os géis foram retirados dos
tubos e cortados (1,0 cm de didmetro X 1,0 cm de altura).

O perfil de textura foi avaliado utilizando-se texturémetro TA-XT, (Stable Micro
Systems, Godalming, Surrey, UK). Foram avaliados os parametros dureza, coesividade e
elasticidade como descrito por Bourne (1978), utilizando-se as seguintes condicbes: probe
modelo SM70; calibracao do probe de 20 mm; velocidade pré-teste de 3mm/s; velocidade
no gel e pés-teste de 1 mm/s; taxa de compressao de 50%; forca aplicada de 5 g. As
medidas foram realizadas a temperatura ambiente (25°C+1) e o probe foi previamente

lubrificado com silicone de baixa viscosidade.

A capacidade de retencdo de agua dos géis foi medida segundo método descrito
por Beuschel et al. (1992). Amostras do gel (1 a 2 g) foram pesadas em papel de filtro
Whatman n? 2 e centrifugadas a 746x g/10 min a 6°C. A umidade retirada do gel foi
calculada pela diferenca de massa entre o papel de filtro seco e Umido. A analise foi
realizada em ftriplicata. A porcentagem de capacidade de retengao de agua dos géis foi
calculada pela equacéao 4.

% CRA= 100 - (% de umidade retirada por centrifugacao) (equacéo 4)

3.2.6.3. Propriedades emulsificantes
3.2.6.3.1. Capacidade emulsificante

A capacidade emulsificante (CE) foi determinada segundo método descrito por De
Kanterewicz et al. (1987) utilizando-se homogeneizador (UltraTurrax, IKA T18 basic, IKA

Material e Métodos 37



WORKS do Brasil). Dispersdes protéicas de 0,5% (p/v) em agua destilada contendo 6leo
de soja com 0,05% de corante Sudan lll foram homogeneizadas a 10000 rpm sob adigao
constante de 6leo até que ocorresse a inversao da emulséo. A capacidade de emulsao foi
definida como a maxima quantidade de 6leo que é emulsificada antes da inversao (quebra
da emulsao). A determinacao foi feita em duplicata.

3.2.6.3.2. indice de atividade emulsificante

O indice de atividade emulsificante (IAE) foi determinado segundo método descrito
por Pearce e Kinsella (1978). Em 30 mL de solucao protéica (0,5% p/v) foram adicionados
10 mL de 6leo de soja. A mistura foi homogeneizada em homogeneizador UltraTurrax (IKA
T18 basic IKA WORKS do Brasil) a 20.000 rpm por 30 segundos. Logo apés a formacao da
emulsdo, foram retiradas aliquotas (1mL) para diluicdo (1/100) em solugdo de docecil
sulfato de sédio (SDS) 0,1%. Em seguida, foi feita a leitura da absorbancia a 500 nm e o
indice de atividade emulsificante foi calculado pela equacao 5, segundo Pearce e Kinsella
(1978).

2T.D B
1.AE.= m (equacao 5)

onde:

IAE= indice de atividade emulsificante (m%g) ; T (turbidez)= (2,303 x A)/l; D= fator de
diluicdo; |= distancia percorrida pela luz na cubeta (1 cm); A= Absorbancia; ¢= fracao

volumétrica do 6leo; C= concentracdo na solugao.

3.2.6.3.3. Estabilidade da emulsao

A estabilidade da emulsdo (EE) foi determinada segundo método descrito por Acton
e Safle (1970). As emulsdes (50 mL de éleo e 50 mL de dispersao de proteina a 0,5%
(p/v)) foram homogeneizadas a 10.000 rpm por 3 min. Aliquotas de 10 mL foram colocadas
em tubos de ensaio e deixadas por 24 horas a temperatura ambiente (25°C+1). A seguir,
foram retirados aliquotas de 5 mL para determinagdo da umidade em estufa a 105°C. A
estabilidade da emulséo (EE) foi calculada de acordo com a equacao 6.
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_100-U?24hs .
100 —Uoriginal

100 (equacio 6)

Onde:
EE= Estabilidade de emulsdo; U ?*" = porcentagem da umidade da emulsdo apés 24 hs de

repouso; U qriginal = porcentagem da umidade da emulsao imediatamente apds preparo
3.2.7. Anadlise Estatistica

As médias foram comparadas por andlise de variancia utilizando o teste de Tukey
ao nivel de significancia de 5% (COCKRAN; COX, 1957), com o programa STATISTICA
(versao 5.0) (StaSoft, Inc,Tulsa, OK, EUA).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Caracterizacao dos graos de soja

4.1.1. Condic6es de armazenamento dos graos de soja

A Figura 2 pode-se observar os valores médios mensais, minimos € maximos de
umidade relativa (UR) e temperaturas monitoradas durante o periodo de armazenagem. A
UR se manteve abaixo de 60%, com excecdo dos meses de dezembro (66,5%) e maio
(63,3%) e as temperaturas abaixo de 27°C.

As condi¢cdes de armazenamento sdo essenciais para a preservacao da qualidade
do gréao, sendo o teor de umidade do gréo, umidade relativa do ar e temperatura de
armazenamento, os parametros mais criticos (POPINIGIS, 1975). A maioria dos estudos
sobre estocagem de graos de soja é realizada em condicdes de temperaturas e umidades
relativa do ar elevadas ou entdo sob refrigeracdo, o que dificulta a extrapolacdo dos
resultados para condigdes reais de estocagem. Por outro lado, de acordo com os
resultados obtidos, as condigdes de armazenamento, com as devidas variacbes, sao

condi¢bes essenciais para a boa conservagéo dos graos, segundo Rocha et al. (1996).

60 20
50 + 160
;- (]

| RN 150
g0 e S
S . i
g -+ 40 g
g 30 + :
3 +30 2
= 20 + o L RPN PO .
+ 20
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0 % % % % % % % % % | % 0
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Tempo (meses)

Figura 2. Valores médios minimos e maximos de temperatura (T) e umidade relativa
(UR%) referente ao periodo de armazenamento dos graos de soja controle e
irradiados.
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4.1.2. Composicao centesimal e atividade de agua dos graos

A composicdo centesimal dos graos né&o irradiados (controle) durante o
armazenamento esta apresentada na Tabela 1. Os valores de proteina variaram de 37,9 a
38,1%, de lipideos de 24,6 a 25,3% e cinzas apresentaram-se em torno de 4,3%, sendo
semelhantes aos encontrados por Perkins (1995). O teor de umidade dos graos de soja
controle oscilou durante a estocagem, variando de 8,54 a 9,18%.

Tabela 1. Composicdo centesimal dos graos de soja nao irradiados (controle) durante o

armazenamento.
Tempo de
armazenamento Proteina* Lipideos Umidade Cinzas
(meses)
0 37,94 £ 0,312 24,61 +0,21° 8,61+ 0,03 4,31 +0,02%
4 37,95+ 0,372 24,73+ 0,21 9,18 £ 0,072 4,37 +0,06%
8 38,05+ 0,312 24,99 + 0,12 8,94 +0,11° 4,32 +£0,05%
12 37,85+ 0,10% 25,29 + 0,09° 8,54 +0,16° 4,33 £ 0,04%

Média * desvio padrao, em base seca.
Letras minUsculas (colunas) diferentes indicam diferengas significativas entre as médias (p < 0,05).
*N x 6,25

Por outro lado, na Tabela 2, pode-se observar que apds quatro meses de
armazenamento, 0s graos apresentaram maiores teores de umidade e atividade de agua,
explicada pela maior umidade relativa do ar no periodo (Figura 2). Observou-se ainda que
embora as oscilagbes de umidade tenham sido significativas, seus teores mantiveram-se
sempre abaixo de 10%. Segundo D’Arce (2002) e Dhingra e Acufna (1997), graos com
umidade acima de 13% e Aw de 0,67 a 0,73 estdo sujeitos a degradacédo de proteinas,
carboidratos e fosfolipideos, afetando a cor, odor e sabor.
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Tabela 2. Variagdo da atividade de agua (Aw) dos graos de soja controle e irradiados
durante o armazenamento.

Tempo de
armazenamento controle 2,0 kGy 5,0 kGy Acel
(meses)
0 0,542 + 0,007°® 0,548 +0,001°¢ 0,568 + 0,001%® 0,550 + 0,001°¢
4 0,628 + 0,003** 0,627 +0,008*"* 0,622 +0,003** 0,621 + 0,003~
8 0,546 + 0,008° 0,562 + 0,0032% 0,556 +0,0022°°¢ 0,556 + 0,002 "B
12 0,520 + 0,002°¢ 0,520 +0,001°° 0,528 +0,0012® 0,530 + 0,0023°

Média + desvio padréo.
Letras minusculas (linha) e maidsculas (coluna) diferentes indicam diferencas significativas entre as médias
(p<0,05).

4.1.3. Teor de isoflavonas nos graos

Neste estudo, n&o foi possivel a avaliagédo do teor de isoflavonas no tempo zero de
armazenamento. No entanto, foram realizadas analises nos meses posteriores e 0s
resultados estdo apresentados na Tabela 3. O teor total de isoflavonas encontrado no
presente estudo, na faixa de 93 a 98 mg/100g, diferiu dos valores encontrados por
Genovese, Hassimotto e Lajolo (2003) para diferentes tipos de graos de soja cultivados no
Brasil. Das quatorze cultivares e trés apresentaram concentragbes na faixa de 57 a 85
mg/100g e onze na faixa de 105 a 188 mg/100g. Segundo, Wang e Murphy (1994), a
quantidade total de isoflavonas é afetada pelo tipo de cultivar, local de plantio, tipo de solo,

clima e ano da safra.

N&o houve diferenca significativa entre o teor total de isoflavonas nos graos
irradiados e nao irradiados (p>0,05). Variyar, Limaye e Sharma (2004) reportaram
decréscimo no conteudo total de isoflavonas de graos de soja com aumento da dose de
irradiacdo gama de 0,5 a 5 kGy, no entanto, os autores nao esclareceram de que forma a
irradiacao afetou o total de isoflavonas.

Observou-se também que teor total de isoflavonas permaneceu estavel ao longo do
armazenamento, independente da dose e tipo de irradiagcdo aplicada nos gréos. Hou e
Chang (2002) também nao observaram mudanca nos teores totais de isoflavonas de graos
de soja apos periodo de doze meses de armazenamento sem controle de temperatura e
umidade relativa.
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Tabela 3. Teor de isoflavonas totais (mg/100g) dos graos de soja controle e irradiados
durante o armazenamento.

Tempo de
armazenamento controle 2,0 kGy 5,0 kGy Acel
(meses)
4 98,0 £ 5,0** 95,0 +4,0%A 97,0 + 7,034 98,0 + 8,024
8 98,0 +4,0** 95,0 +8,0%A 98,0 + 4,034 97,0 £ 6,02
12 98,0 £ 2,0 96,0 + 1,034 94,0 + 2,034 93,0 + 2,024

Média * desvio padrao.
Letras minusculas (linha) e mailsculas (coluna) diferentes indicam diferengas significativas entre as médias
g)t;g;%se).isoflavonas totais foi expresso como agliconas.

A composicdo das diferentes fragbes das isoflavonas presentes nos graos
irradiados, nao irradiados durante o armazenamento pode ser observado na Tabela 4. As
formas B-glicosideos e de malonil glicosideos representam mais de 90% do total de
isoflavonas contido nos graos. As formas agliconas e acetil glicosideos representam em
média somente 3,8 e 0,9% respectivamente. Esta distribuicdo das formas de isoflavonas
em graos de soja estd em concordancia com os trabalhos de Hou e Chang (2002);
Genovese, Hassimotto e Lajolo (2003) e Kim et al. (2005) onde as formas B-glicosideos e

de malonil glicosideos também foram as formas predominantes.

Nao houve diferenca significativa na composicao relativa das isoflavonas em fungao
das doses e tipo de irradiacdo aplicado nos grdos. No entanto, ao longo do
armazenamento, para todos os tratamentos, houve aumento médio de 23% dos f-
glicosideos e diminuicdo em 18,9% dos malonil glicosideos. As formas agliconas e acetil
glicosideos permaneceram relativamente estaveis. Resultados semelhantes foram
observados no trabalho de Hou e Chang (2002), onde graos de soja estocados por periodo
de 18 meses sob umidade relativa de 57% e temperatura de 20°C apresentaram aumento
dos glicosideos de 12 para 31% e reducdao de manonil glicosideos de 87 para 66%.
Condicdes de alta umidade relativa e temperatura durante longos periodos de estocagem
da soja podem favorecer a conversdo dos P-glicosideos, malonil glicosideos e acetil
glicosideos em formas agliconadas, pela acdo da enzima enddégena B-glicosidade cuja

atividade 6tima ocorre em temperaturas acima de 45°C (LEE et al., 2003).
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Tabela 4. Diferentes fragcbes das isoflavonas dos graos de soja controle e irradiados

durante o armazenamento

Tempo de
armazenamento Fracoes (%) Controle 2,0 kGy 5,0 kGy Acel
(meses)

B-glicosideos 40,0+6,02°°  39,0+7,0°® 40,0+7,0°® 42,0+6,0°"
Malonil glicosideos 56,0 +5,0°* 56,0 +6,0°* 56,0+6,0°" 54,0+5,0%"

‘ Acetil glicosideos 0,7 + 0,12 0,7+0,1** 06+0,2°" 04+0,33"
Agliconas 30+1,0°®  40+1,0°* 3,0+1,0°® 3,0+1,0%°
B-glicosideos 48,0+6,0® 51,0+6,0# 48,0+5,0* 50,0+6,02"
Malonil glicosideos 47,0 +6,0°°® 50,0 +6,0#* 47,0+5,0°°% 44,0+7,0°®

8 Acetil glicosideos 1,0 +£0,124 1,0+0,1%* 09+02** 0,9+0,2°"
Agliconas 4,0 +1,024 40+1,02% 4,0+1,02* 40+1,0°"
B-glicosideos 50,0 £+6,0**  50,0+1,0% 49,0+1,02* 49,0+1,0°"
Malonil glicosideos 44,0 +1,0°®  450+1,0*® 450+1,0°® 46,0+1,0°"

12 Acetil glicosideos 1,0 £ 0,12 1,0+£1,024 20+1,02% 1,0+1,0®"
Agliconas 40+1,0°%  40+1,0°" 40+£1,0°* 40+1,0°"

Média * desvio padrao.
Letras minusculas (linha) e mailsculas (coluna) diferentes, para a mesma fragao indicam diferengas significativas
entre as médias (p <0,05).

Por outro lado, Hou e Chang (2002) afirmam que condicdbes amenas de

armazenamento, umidade relativa de 57% e temperatura de 20°C, promovem a
desesterificagdo dos conjugados malonil glicosideos e acetil glicosideos para os
respectivos B-glicosideos. Como as condigbes de estocagem dos graos utilizada no
presente estudo, com temperaturas médias entre 20 a 26,5°C e umidades relativas médias
de 43 a 66,5% nao favoreceriam a acao das enzimas enddgenas, a conversao das formas
conjugadas das isoflavonas possivelmente esté relacionada com a ocorréncia de reagoes

de desesterificacao.

Na Tabela 5 pode-se observar a distribuicdo das formas agliconadas das
isoflavonas dos graos nao irradiados, irradiados durante o armazenamento. Nao foram
observadas diferengas nos percentuais das formas agliconadas em fungdo da dose ou tipo
de irradiacao. A forma genisteina, que variou entre 53 a 60%, foi a predominante dentre as
formas agliconadas das isoflavonas, para todos os tratamentos empregados. Segundo
Setchell et al. (2001), dentre as formas agliconadas, a genisteina é a que possui maior
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atividade biolégica. Variyar, Limaye e Sharma (2004), para graos de soja irradiados com
0,5 a 5 kGy, observaram aumento no teor da genisteina de 61% para a dose de 5kGy e
reducao das formas daidzeina e gliciteina em funcao da dose aplicada, principalmente da
gliciteina. Segundo esses autores, das formas agliconadas, a gliciteina parece ser a mais

sensivel a radiagao gama.

Apés quatro meses de armazenamento, nos graos irradiados com 5,0 kGy e 2 kGy
com feixe de elétrons, observou-se reducao percentual média de 8% da genisteina,
enquanto a daidzeina apresentou aumento significativo (p<0,05) para os graos irradiados
com 2 kGy. Durante o armazenamento, possivelmente ocorreu a maior e/ou menor
conversao entre as genistina, daidzina e glicitina em suas respectivas formas, genisteina,

daidzeina e gliciteina.

Tabela 5. Composicao das formas agliconadas das isoflavonas dos graos de soja controle

e irradiados durante o armazenamento.

Tempo de Formas
armazenamento agliconadas Controle 2,0 kGy 5,0 kGy Acel
(meses) (%)

Genisteina 58,0+ 1,0°* 59,0+3,0®* 60,0+1,0%* 58,0+1,03"

4 Daidzeina 36,0 +£1,0%* 36,0+2,02® 350+1,0%* 36,0+1,03%
Gliciteina 60+1,02* 6,0+1,02* 50+1,02* 6,0+1,03"
Genisteina  54,0+6,02* 54,0+1,02* 54,0+1,0®® 53,0+1,028

8 Daidzeina 38,0 £6,0%" 420+1,02* 37,0+3,0%" 38,0+2,02"
Gliciteina 8,0+6,0%* 10,0+2,0%* 9,0+2,0%* 9,0+2,0%"
Genisteina  54,0+1,02* 54,0+1,0%°* 54,0+1,0%% 550+1,02°

12 Daidzeina 38,0 +1,0%* 38,0+1,0%*8 38,0+1,0%" 38,0+1,02"
Gliciteina 8,0+1,0" 70+1,03 80+1,0%" 70+1,02A

Média * desvio padrao.

Letras minusculas (linha) e maiusculas (coluna), para a mesma fracao, indicam diferencas significativas

entre as médias (p <0,05).

4.1.4. Atividade antioxidante dos graos controle e

armazenamento

irradiados

durante o

Independente das doses, tipo de tratamento e do tempo de armazenamento, n&o

houve diferencas significativas (p>0,05) na atividade antioxidante dos grdos de soja
(Tabela 6). Variyar, Limaye e Sharma (2004), ao contrario, verificaram aumento na
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atividade antioxidante de soja quando processadas por radiagdo gama com 0,5 a 5 kGy.
Segundo os autores, a atividade antioxidante apresentada pela soja esta fortemente
relacionada a presenca das isoflavonas e principalmente pela conversao, promovida pela
irradiagéo, da forma glicosil isoflavonas em agliconas, as quais tém maior atividade
antioxidante. Como no presente trabalho nao houve variagdo na composicao relativa das
formas agliconadas (Tabela 4), em funcdo das doses, tipo de tratamento ou tempo de
armazenamento, explica-se a estabilidade encontrada nos indices de atividade

antioxidante.

Tabela 6. indice de antioxidacdo (IA) dos grdos controle e irradiados durante o

armazenamento
Tempo de 1A
arm?;:-:ensaelz)e nto controle 2,0 kGy 5,0 kGy Acel
0 0,93 +0,09** 0,94 +0,08** 0,94 +0,04* 0,96 +0,02**
4 1,07 £0,04** 1,06 £0,07** 1,02 +0,07* 1,07 £0,07%*
8 1,08 £0,07** 0,96 +0,01** 0,96 +0,01** 0,95+ 0,012
12 1,13+0,06** 1,01 £0,08** 0,89 +0,09* 1,01 +£0,03*

Média + desvio padréao.
Letras minusculas (linha) e maiusculas (coluna) diferentes indicam diferengas significativas entre as médias
(p <0,05).

4.1.5. Teor de acidez dos 6leos obtidos a partir dos graos

O indice de acidez dos 6leos obtidos a partir dos graos de soja com diferentes
tratamentos, em funcéao do tempo de armazenamento pode ser observado na Tabela 7. No
tempo zero, ndo foram observadas diferengas significativas (p>0,05) em funcdo da dose
aplicada nos graos. Quando compara-se os 6leos obtidos de graos da radiagdo gama e de
feixe de elétrons também nao observou-se diferenca significativa (p>0,05). Na irradiagao,
espécies reativas sao formadas e iniciam reagbes quimicas que resultam na degradacao
dos 6leos e gorduras (ZEB;TAUFIQ 2004). Segundo Hasselmann e Marchoni (1991), a
formacdo de compostos a partir da degradacdo de 6leo e gorduras depende da
composicao dos lipideos, da dose da irradiacao e presenca e auséncia de oxigénio.

No quarto més observou-se aumento de 31,4% na acidez do 6leo de graos controle
e de até 40,8% na do 6leo de graos irradiados. Aos doze meses, 0 maior teor de acidez, de
0,89 mg KOH/g de 6leo, foi observado para o éleo obtido de graos radiados com dose de
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5kGy. O aumento da acidez nos graos € resultado da hidrolise dos lipideos com liberagéo e
oxidacao de acidos graxos livres (BYUN et al. 1996; HOU; CHANG, 1998). Durante o
armazenamento de graos, os lipideos sdo passiveis de sofrerem hidrélise pelas lipases em
acidos graxos livres e glicerol, especialmente em altos valores de temperaturas € umidade
(SAIO et al. 1980). Os resultados obtidos no presente trabalho indicaram que no decorrer
do armazenamento houve maior aumento da acidez nos 6leos obtidos de graos de soja

irradiados.

Tabela 7. Acidez total (mg KOH/g de 6leo) dos 6leos obtidos de graos controle e irradiados

durante o armazenamento.

Tempo de Acidez total (mg KOH/g de 6leo)
armazenamento
(meses) controle 2,0 kGy 5,0 kGy Acel
0 0,51 +0,0128 0,49+0,03%° 0,49 +0,023° 0,50 +0,012°
4 0,67 +0,02°* 0,69 +£0,01%® 0,67 £0,013C 0,55+ 0,01°°
8 0,67 +0,05°* 0,76 +0,01** 0,76 + 0,023° 0,73 +0,032°8
12 0,67 £0,02°A 0,76 +0,02°A 0,89 + 0,022 0,76 £+ 0,02°4

Média + desvio padrao.
Letras minusculas (linha) e maiusculas (coluna) diferentes indicam diferengas significativas entre as médias
(p <0,05).

4.2. Caracterizacao das farinhas desengorduradas de soja (FDSs)

4.2.1. Composicao centesimal

Na Tabela 8 pode-se observar a composicao centesimal das farinhas
desengorduradas obtidas de graos irradiados e nao irradiados e armazenados, em fungao
do tempo de armazenamento. A umidade das FDS obtidas de graos irradiados e nao
irradiados variou de 6,2 a 13,2%. Os valores de proteina, 51,0 a 56,1%, estdo dentro da
faixa relatada por Santos et al (1978) para farinhas de soja produzidas laboratorialmente.
Os teores de lipideos, 2,07 a 6,37%, estdo acima dos valores encontrados por Singh,
Singh e Chauhan (1994) e Garcia et al. (1998) para farinhas desengorduradas. Apesar da
padronizacao das condicdes de extracao do 6leo das farinhas, granulometria, relacao
sélido-solvente e tempo de desengorduramento, as farinhas obtidas apresentaram
diferengas significativas (p>0,05) em sua composi¢ao centesimal.
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Tabela 8. Composicao centesimal das farinhas desengorduradas de soja (FDSs).

. Comporentes  FDSC  pspokey FDS-50kGy  FDS-Acel
(meses)

Proteina 51,34+0,32°C  5183+0,19°% 52,38+0,13°® 52,56+0,122°

Lipideos 482+0,08%% 504+0,19%% 425+0,07°® 5,09+0,09%"

0 Umidade 8,97 £0,02°®  10,91+0,09°* 8,94+0,08°° 10,17+0,08°°
Cinzas 545+0,31%" 555+0,02°*® 552+0,02%® 541+0,042°

Proteina 52,01 +0,28%°% 5284+0,11°® 51,60+0,45°°% 51,00+0,35°°

A Lipideos 583+0,06°" 6,37+0,10°" 6,19+0,08°* 5,05+0,18°"
Umidade 13,17 +0,24%" 10,96+0,21°* 10,14+0,43°* 10,58 +0,09°"

Cinzas 528+0,03*" 525+0,03%® 525+0,06°° 528+0,04°%°

Proteina 54,20 + 0,20°* 55,36+ 0,05°" 55,82+0,34°" 55,87 +0,22*"

6 Lipideos 3,71+£0,13°®  4,28+0,08°° 365+0,26°° 3,01+0,18°°
Umidade 6,76 £0,22%°  654+0,38°%  6,17+0,07°° 6,49+0,222°°

Cinzas 539+0,10°* 547+0,08°*® 553+0,09°° 554+0,06%°

Proteina 53,88 +0,14°" 5573+0,13*" 5592+0,23°" 56,12 +0,39*"

i Lipideos 4,42+0,03%° 228+0,04°° 243+0,03°° 2,07+0,07%°
Umidade 7,24+0,07°¢  10,73+0,14°* 995+0,13°* 9.82+0,18°°

Cinzas 547+0,02**  591+0,36%" 568+0,02°* 5,71+0,01%"

Média * desvio padrao, em base seca
Letras minudsculas (linha) e mailsculas (coluna) diferentes, para o mesmo componente, indicam diferencas

significativas entre as médias (p <0,05).

*N x 6,25

4.2.2. Fatores antinutricionais

Na Tabela 9 observa-se os teores de fitato das FDS obtidos a partir dos gréaos

controle e irradiados em funcao do tempo de armazenamento. No tempo zero, as FDSs de

graos irradiados apresentaram reducao percentual de 20 a 25% nos teores de fitato. A FDS

obtida de graos irradiados com feixe de elétrons apresentou diferenca significativa (p<0,05)

nos teores de fitato, quando comparada com a de graos processados por radiagcdo gama

na mesma dose de 2kGy. Sattar, Neelofar e Akhtar (1990) observaram redugao no teor de

fitato de soja tratada com irradiacdo de até 1,0 kGy, seguida de lavagem dos gréaos.

Villavicencio et al. (2000 a) somente observaram variagao no teor de fitato nas amostras

cruas de feijoes (Phaseolus vulgaris L. var. Carioca) irradiados com doses de 10 kGy. A

reducao de fitato ocorre pela degradacao quimica do fitato em fosfato inositol e inositol pela
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acao dos radicais livres produzidos pela irradiacdo (SATTAR, NEELOFAR; AKHTAR, 1990)
No armazenamento, verificou-se uma leve tendéncia de aumento nos teores de fitato nas
FDS de graos obtidos por radiacdo gama enquanto para FDS dos graos controle e
irradiados por feixe de elétrons os teores de fitato tenderam a permanecer constantes. O
fitato tem a caracteristica de se ligar as proteinas através dos grupos amino terminal das
proteinas e ésteres fosfatos anidbnicos do &cido fitico formando um complexo binério
insolivel (DOMINGUEZ; GOMEZ; LEON; 2002; GRYNSPAN; CHERYAN, 1989; HOU;
CHANG; 2003). Desta forma, a variabilidade nos teores de fitato nas farinhas obtidas de
graos irradiados e nao irradiados pode estar relacionada a maior ou menor interagao fitato-
proteina, que pode influenciar em sua quantificagdo (DOMINGUEZ; GOMEZ; LEON, 2002).

Tabela 9. Teor de fitato (mg/g de proteina) nas farinhas desengorduradas de graos
controle e irradiados durante o armazenamento.

Tempo de Teor de fitato (mg/g de proteina)
arm?;i’;‘;’;')e"m FDS-C FDS-2,0kGy FDS-50kGy FDS-Acel
0 6,75+0,17°*® 539+0,37°*® 519+0,16°*® 6,57 +0,09*"
4 5,98 £0,11%8¢ 453+0,14°® 415+0,19°® 6,18+0,16°"
8 6,78 £0,09°*¢ 6,42+0,17°* 580+0,23** 6,12+0,29°"
12 6,97 £0,24°*  666+0,11** 680+0,06°" 6,67 +0,23%"

Média + desvio padrao
Letras minusculas (linha) e mailsculas (coluna) diferentes indicam diferengas significativas entre as médias (p
<0,05).

A atividade dos inibidores de tripsina (AIT) nas FDSs de grdos irradiados, nao
irradiados em funcdo do tempo de armazenamento podem ser observados na Tabela 10.
No tempo zero de armazenamento, o efeito da irradiagdo nos valores de AIT foi
significativo apenas quando a dose foi de 5 kGy, que resultou em reducdo de 14% em
relacdo ao obtido para a FDS de grao nédo irradiado. Estes resultados estdo em
concordancia com os reportados por Abu-Tarboush (1998) e Hafez et al. (1985), que
observaram reducéo de 14,3 e 21,5%, respectivamente, no teor dos inibidores de tripsina
de graos de soja gama irradiados com doses de 5 kGy. Hafez et al. (1985) também
verificaram que a reducdo da AIT foi maior nos grdos irradiados contendo teores de
umidade, acima de 15%. Segundo esses autores, a maior umidade dos graos intensifica o
efeito da irradiagdo gama devido a radidlise. Os radicais hidroxil formados durante o
processo de irradiacdo podem interagir estruturalmente com os inibidores de tripsina
promovendo sua reducado e/ou inativacao. Siddhurajul, Makkar e Beccker (2002) sugeriram
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que a inativagao dos inibidores de tripsina de graos irradiados pode ser atribuida a

destruicao dos grupos dissulfeto presentes em seu sitio ativo.

Tabela 10. Atividade dos Inibidores de tripsina (UTI*/mg de proteina) nas farinhas
desengorduradas de graos controle e irradiados durante o armazenamento

Tempo de AIT (UTI*/mg de proteina)
a"“?;‘:r;’:)e“m FDS-C FDS-2,0kGy  FDS-50kGy FDS-Acel
0 85,14 £2,14%* 80,92 +0,42°* 71,20 +0,95°" 82,85+ 0,42°"
4 84,14+ 1,29°* 78,67 +0,25°*  71,73+0,95°* 78,98 +1,07°"®
8 82,22 +0,93%* 79,40+1,01°°* 76,02+0,52°* 81,27 +£0,27°"8
12 81,79+0,79°* 79,94 +0,92°* 76,87 +1,94%* 7921 +0,97%F

Média + desvio padréao.
Letras minusculas (linha) e maitsculas (coluna) diferentes indicam diferencas significativas entre as médias
(p <0,05).

Unidades de tripsina inibida.

Nao foram observadas alteracdes significativas nos valores de AIT no decorrer do
armazenamento quando medido nas farinhas, embora ao longo do armazenamento tenha
sido observada leve tendéncia a diminuicdo para todos os tratamentos, excetuando-se
para a FDS-5,0 kGy, que teve aumento de até 8%. Kovacs et al (1991) também nao
observaram alteracbes no teor do AIT de graos processados por radiacdo gama e
estocados por oito meses em condi¢coes semelhantes as do presente trabalho.

4.3. Caracterizacao dos isolados protéicos de soja (IPSs)
4.3.1. Composicao centesimal dos isolados protéicos de soja (IPSs)

A composicao dos IPSs obtidos dos graos irradiados e armazenados apresentou-se
bastante semelhante (Tabela 11). Aos 4 meses de armazenamento, quando comparados
ao IPS obtido de graos nao irradiados, os isolados obtidos de graos tratados com feixe de
elétrons e 5,0 KGy apresentaram maior teor protéico. Da mesma forma, apés 8 meses foi
o IPS-Acel e aos doze meses para todos IPSs irradiados. Os teores de lipideos e umidade
foram semelhantes para todos os tratamentos. O teor de proteinas, lipideos, carboidratos e
umidade em isolados protéicos dependem de varios fatores como cultivar, condi¢des fisico-
quimicas dos graos e principalmente do tipo de processamento utilizado (HOU; CHANG,
1998). Como um mesmo lote de graos foi utilizado, as variacées observadas neste trabalho
podem ser resultado de possiveis alteracbes nos componentes dos graos devido a
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irradiacdo e/ou armazenamento ou variagbes no processo de obtencdo do isolado que

refletiram na sua composicao final.

Tabela 11. Composicao centesimal dos isolados protéicos de soja

Tempo de
armazenamento C°'“'°(2/’;e"tes IPS-C IPS-2,0kGy  IPS-5,0 kGy IPS-Acel
(meses) °

Proteina® 85,03+0,16°° 85,37+0,75°° 86,99+0,59%° 84,31+ 0,45°°

0 Lipideos 2,40+0,24°® 323+0,30°® 2,26+0,55°" 2,57+0,13°"
Umidade 2,60+0,06°° 3,37+0,13°®¢ 3,09+0,12°¢  3,93+0,27°°
Cinzas 3,13+0,05°* 267+0,05°¢ 297+0,05°°  3,03+0,05°°
Proteina® 84,07 +0,63°° 82,61+0,50°° 87,07+0,36°° 88,35+0,712°

A Lipideos 295+0,46°" 387+0,23°" 267+035°" 226+0,16°°
Umidade 3,05+0,09°% 3,31+0,10°° 4,36+0,14°® 599 +0,14%"
Cinzas 2,84+0,02°" 294+0,02°®  3,17+0,01*°¢ 3,01 +0,02°°
Proteina® 89,33+0,76°" 88,49+0,56°® 91,29+0,16°% 95,02+ 0,012

o Lipideos 1,32+0,17°% 1,71+£0,05%° 1,66+0,16%% 1,24+0,08°°
Umidade 2,75+0,22°¢ 3,48+0,052% 2,71+0,04°°  3,49+0,02°¢
Cinzas 3,51+0,02°4 3,42+0,01°" 3,62+0,02°* 3,67+0,02°"
Proteina® 87,71 +0,72° 96,36 +0,342°* 96,79+ 0,68%" 96,08 + 0,54°"

i Lipideos 1,96+0,28°° 1,34+0,18°°  1,29+0,15°®  1,40+0,17°°
Umidade 3,80+0,12%* 447+0,16°* 598+0,16°* 5,67 +0,31°"
Cinzas 3,56 +0,04°* 3,37+0,042" 3,42+0,03*® 3,38+0,01"

Média + desvio padrdo, em base seca
Letras minuUsculas (linha) e mailsculas (coluna) diferentes, para 0 mesmo componente, indicam diferencas
significativas entre as médias (p <0,05).

*N x 6,25

4.3.2. Calorimetria diferencial de varredura (CDV) e grupos sulfidrila livres (SH) dos

isolados protéicos de soja.

Os valores de entalpia de desnaturacao (AH) e do teor de grupos sulfidrila livres das

proteinas dos isolados obtidos de graos irradiados e nao irradiados em fungao do tempo de

armazenamento estdo apresentados na Tabela 12.

Os valores de AH, de 14,76 a 17,52 J/g (Tabela 12), sdo semelhantes aos

reportados por Murray et al. (1985), para proteinas de soja. A entalpia € um parametro
termodinamico que informa as mudancgas ocorridas na proteina, como ruptura de pontes de

Resultados e Discussdo 51



hidrogénio, de interacdes hidrofébicas e agregacdo (ARNTFIELD; MURRAY, 1981).
Valores mais altos de entalpia estdo associados a maiores porcentagens de proteina nativa
ou pouco desnaturada (WAGNER; ANON, 1990). No tempo zero de armazenamento, 0s
IPSs de graos irradiados apresentaram maiores valores das entalpias quando comparados
ao IPS-C, no entanto, entre as doses e tipo de radiagdo, as diferengcas ndo foram
significativas (p>0,05). Byun e Kang (1994) avaliaram o efeito da irradiagdo gama nas
proteinas de graos de soja e somente observaram reducdo de 25% nos valores de
entalpia, quando foram utilizadas doses de irradiagdo acima de 5 kGy. Apds doze meses
de armazenamento, somente o IPS-2 kGy apresentou resultado significativamente (p<0,05)

menor que os demais isolados de 9%.

Tabela 12. Entalpia de desnaturacao (AH) da proteina a partir do termograma do CDV e

grupos sulfidrila livres (umoles/g proteina) dos isolados protéicos de soja

Tempo de IPS
armazenamento
(me3es) IPS-C IPS-2,0 kGy IPS-5,0 kGy IPS-Acel
AH (J/g)

0 15,72+0,52°® 16,21 +0,50°* 17,41+0,48** 17,05+0,48°"
4 17,31 +0,27°*  16,03+0,50°* 1574+0,48°® 1565+0,36"°

8 17,52+0,45°* 16,40 +0,52°* 1562+0,18°® 16,65+0,38°"
12 16,53+0,32°® 14,76 +0,20°® 16,26 +0,13*® 16,71 +0,42*"

Grupos sulfidrila livres (umoles/g proteina)

0 2,69 +0,11°4 3,24+0,18°"%  352+0,04*"®  3,56+0,38°"°
4 2,95+0,16°*  3,40+0,12°*  3,30+0,19%®  3,34+0,20°3°"C
8 2,94+0,01°*  300+0,04°® 393+0,332"  3,90+0,352%"
12 2,80 + 0,06 °* 3,29+0,05%*8  299+0,09°®  2,97+0,09°°BC

Média + desvio padrao.
Letras minusculas (linha) e mailsculas (Coluna) diferentes indicam diferengas significativas entre as médias
(p<0,05).
O teor de grupos SH encontrados estao dentro da faixa reportada por Wagner e
Anon (1990), de 0,48 a 5,9 uMol de SH/g de proteina para isolados protéicos de soja. No
tempo zero de armazenamento, o teor dos grupos SH dos isolados, quando comparado ao
IPS de graos controle aumentou em até 32% com a irradiagao, ndo sendo observadas

diferencas entre as doses e tipo de radiacao (p<0,05). Grupos sulfidrila livres das proteinas
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sao sensiveis a irradiagao, podendo haver quebra de ligagdes dissulfeto e/ou oxidacao dos
grupos sulfidrila (SIMIC, 1983; GROLICHOVA et al. 2004). Lynn e Raoult (1976) e
Siddhruraju, Markkar e Becker (2002) atribuem aos compostos radioliticos, gerados no
processo de irradiacdo, como radicais OH, pelo ataque preferencial aos grupamentos
sulfidrilas e ligacbes dissulfeto. A oxidagdo dos grupos sulfidrila e formagdo de pontes
dissulfeto também tém sido atribuidas ao armazenamento (HOSHI; YAMAUCHI;
SHIBASAKI, 1982).

Os teores de grupos sulfidrila livres dos isolados permaneceram basicamente
constantes no decorrer do armazenamento, com diminuicdo observada aos 12 meses para
os IPSs obtidos dos gréaos irradiados com 5 kGy e por feixe de elétrons (2 kGy). Hou e
Chang (2004) observaram que sob condi¢cdes de armazenamento mais severas, 84% de
umidade relativa e 30°C, decréscimo de 62% (1,82-0,69 uMol SH/g proteina), enquanto
que o armazenamento sob condigdes amenas, 57% de umidade relativa e 20°C, resultaram
na diminuicao de 16% dos teores de SH livres.

4.3.3. Cromatografia liqiiida de alta eficiéncia de fase reversa (CLAE-FR)

Na Figura 3 estdo apresentados os perfis cromatograficos dos IPSs obtidos de
gréos néo irradiados e irradiados e armazenados. No tempo zero de armazenamento néo
foram observadas diferencas entre os perfis dos IPSs, independente da dose ou tipo de
radiacao aplicada nos graos. Apds quatro meses de armazenamento, para todos os
tratamentos, foi observada diminuicdo do nimero e da altura dos picos da regido |, mais
hidrofilica, concomitante ao aumento da altura dos picos na regido Ill, mais hidrofébica. Aos
8 e 12 meses de armazenamento, nao foram observadas altera¢cdes importantes no perfil
dos isolados, mantendo-se as caracteristicas observadas aos quatro meses. Como os
isolados nao foram totalmente solubilizados no eluente, estes resultados sugerem que
houve formacao de agregados insollveis, formados principalmente pelas fracdes mais
hidrofilicas.
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Figura 3. Cromatogramas obtidos por CLAE-FR dos IPSs obtidos de graos controle e

irradiados correspondentes aos (a) zero; (b) quatro; (c) oito e (d) doze meses

de armazenamento.
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4.3.4. Cromatografia liqliida de alta eficiéncia de exclusao-molecular (CLAE-EM)

Os cromatogramas dos isolados protéicos obtidos de graos nao irradiados,
irradiados e armazenados sao apresentados na Figura 4. No tempo zero de
armazenamento, independente da dose e tipo de radiagdo os cromatogramas foram
similares (Figura 4a), indicando que a irradiacdo aplicada nos graos nao alterou a massa
molar aparente dos seus isolados protéicos.

Os IPSs dos graos armazenados também apresentaram cromatogramas similares
indicando que as condigdes de estocagem dos graos utilizadas neste estudo nao afetaram
a massa molecular aparente dos isolados protéicos. Hou e Chang (2004) também nao
encontraram diferencas no perfil de massa molar da fracdo glicinina isolada de graos de
soja estocados em condicoes de 84% de umidade relativa e 30°C ap6s 8 meses de

armazenamento.
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Figura 4. Cromatogramas obtidos por CLAE-EM dos IPSs obtidos de graos controle e
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de armazenamento.
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4.3.5. Fluorescéncia Intrinseca

Os espectros de fluorescéncia intrinseca, comprimento de onda de emissao maxima
e intensidade de fluorescéncia dos isolados protéicos obtidos dos graos irradiados e
armazenados podem ser observados nas Tabelas 13 e 14 e na Figura 5. Nao houve
deslocamento da emissao maxima dos espectros de fluorescéncia, independentemente da
dose, tipo de radiacao e tempo de armazenamento. No tempo zero de armazenamento, a
intensidade de fluorescéncia do IPS-2kGy foi menor que a dos demais isolados.

A intensidade de fluorescéncia, de forma geral, mostrou pequeno decréscimo apos
quatro e oito meses de armazenamento, voltando, aos doze meses, a apresentar valores

proximos aos obtidos no inicio da estocagem.

Os resultados sugerem, através andlise de fluorescéncia intrinseca, que nao
ocorreram alteracdes importantes na estrutura molecular das proteinas da soja, seja devido
ao tratamento de irradiagdo ou ao armazenamento. Resultados semelhantes foram obtidos
por Byun e Kang (1994) que ndo observaram alteracdes nos espectros de emissao maxima
das proteinas de graos soja irradiados com doses de 0 a 10 kGy, constatando diminuicao
da intensidade de fluorescéncia com doses de irradiacdo de 20 kGy. Segundo os autores,
esta diminuicao pode ser resultado do rompimento de pontes de hidrogénio e quebra de
ligacdes dissulfidicas, entre outras reacdes, provocadas por altas doses de irradiacao.
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Tabela 13. Comprimento de onda de emissdo maxima (Amax) para os isolados protéicos de

soja (IPSs) obtidos de graos controle e irradiados.

Tempo de Amax.(NM)
arm?;‘:’;‘::f“‘° IPS-C IPS-20kGy  IPS-50kGy  IPS-Acel
0 336,0 +0,39°" 3352+0,26°" 335,2+0,00°" 3352+0,00°"
4 336,8 + 0,00°* 336,8+0,00°" 335,2+0,00°" 3352+0,00°"
8 336,8 + 0,00°" 335,2+0,00°" 336,8+0,00°" 333,6+0,00°"
12 335,2+0,00°" 335,7+0,65°" 336,8+2,26°" 336,0+1,13%"

Letras minusculas (linha) e maiusculas (Coluna) diferentes indicam diferengas significativas entre as médias

(p<0,05).

Tabela 14. Intensidade de fluorescéncia maxima para os isolados protéicos de soja (IPSs)

obtidos de gréos controle e irradiados.

Tempo de Intensidade de fluorescéncia
a”“?;i';%':f"“ IPS-C IPS-2,0kGy  IPS-5,0 KGy IPS-Acel
0 2237 +2,12°* 1700 +4,24°® 2096 +0,00°® 2137 +0,00°°®
4 1692 +0,00°° 1696 +0,00°® 1614 +0,00°° 1744 +0,00%°
8 1846 +0,00°C 1781 +0,00°°C 1854 +0,00°° 2095 +0,00*°
12 2051 +0,00°® 1952 +0,00°* 2163 +0,00°* 2199 +0,00%*

Letras minusculas (linha) e mailsculas (Coluna) diferentes indicam diferencas significativas entre as médias

(p<0,05).
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Figura 5. Espectros de fluorescéncia intrinseca dos IPSs obtidos de grdos controle e

irradiados correspondentes aos (a) zero; (b) quatro; (c) oito e (d) dozes meses

de armazenamento.
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4.3.6. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) das proteinas soluveis em
diferentes sistemas de tampoes

Na Figura 6 observa-se os perfis eletroforéticos (SDS-PAGE), em condi¢gdes nao
redutoras (amostras nao tratadas com P-mercaptoetanol), das proteinas solUveis dos
isolados protéicos de graos irradiados e nao irradiados (controle) e armazenados, em
diferentes sistemas de solventes: agua; tampao-Tris (Tris-glicina-EDTA, pH 8); tampao-
uréia (tampao-SDS-uréia 6 M); tampao-DTT (tampao-SDS-ureia-DTT 10 mM).

As principais fragdes identificadas nos isolados protéicos de soja foram a 7S com
suas subunidades o, o', B e 11S com suas subunidades acida e basica. A composicao
relativa de cada fracdo protéica soluvel nos diferentes solventes, determinada por
densitometria, encontra-se nas Tabelas 15 a 18.

No tempo zero de armazenamento, os perfis eletroforéticos dos IPSs de gréos
irradiados e de nédo irradiados, no mesmo sistema de solvente, foram similares, indicando
que o tipo e dose de radiacdo empregada nao foram relevantes na formacao de agregados
(Figura 6a), embora aumento dos grupos sulfidrila tenha sido detectado em funcéo do
aumento da dose da radiagdo. Byun e Kang (1994) avaliaram o perfil eletroforético, em
condicbes nao redutoras, das proteinas soluveis em tampao fosfato obtidas de graos gama
irradiados com doses de 2,5 a 20 kGy e verificaram que o perfil eletroforético das proteinas

nao se modificou em fun¢ao da irradiagéo.

Ao longo do tempo de armazenamento houve alteracdo do perfil das proteinas
sollveis em agua e tampao-Tris, enquanto que os dos sistemas tampéao-uréia e tampao-
DTT mostraram-se inalterados. Nos sistemas agua e tampéao-Tris, a subunidade béasica da
fracdo 11S foi observada nos perfis eletroforéticos obtidos nos tempos 4 e 8 meses, nao
estando presente aos zero e 12 meses de armazenamento (Tabela 15 e 16).
Possivelmente, durante 0 armazenamento ocorreram reacdes de dissociagdo e agregacao
protéica por pontes de hidrogénio e interacdes hidrofébicas que determinaram a presenca
da subunidade basica da 11S na fracdo soluvel. Como esta subunidade esté presente nos
perfil obtidos no sistema tampao Uréia e tampao-DTT, isto indica que esta fragao participou
na formagao de agregados insoluveis, principalmente devido a interagdes hidrofébicas e/ou
formagéao de pontes dissulfeto. Resultados semelhantes foram encontrados por Chunping
et al. (2000) para graos de soja estocadas sem controle de temperatura e UR 80% por 2

Resultados e Discussdo 60



meses. O perfil eletroforético das proteinas solUveis em dgua mostrou que a proporcao das
subunidades 11S/7S decresceu durante a estocagem.
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Figura 6. Eletroforese em gel de poliacrilamida, na presenca de dodecil sulfato de sédio (SDS),
em condigbes nao redutoras, das proteinas soluveis dos IPSs obtidos de gréos
controle e irradiados, em diferentes sistemas de solvente correspondentes aos (a)
zero; (b) quatro; (c) oito; (d) doze meses de armazenamento. Coluna P: Padréo;
Colunas (1;5;9;13): IPS-C; Colunas (2;6;10;14): IPS-2 kGy; Colunas (3;7;11;15): IPS-
5 kGy; Colunas (4; 8;12;16): IPS-Acel.
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Tabela 15. Composi¢ao relativa das subunidades/polipeptideos das subunidades das
fracbes 7 e 11S das proteinas sollveis em agua destilada dos IPSs’.

Tempo de 7S 11S
armazenamento IPS -
(meses) o o B Acido Basico
IPS-C 25,9 241 22,4 27,6 0,0
0 IPS-2,0kGy 20,0 24,6 24,6 30,8 0,0
IPS-5,0 kGy 24,2 24,2 24,2 29,0 0,0
IPS-Acel 22,2 23,8 22,2 31,7 0,0
IPS-C 14,8 25,0 19,6 19,6 21,0
IPS-2,0 kGy 19,5 16,9 19,5 20,8 23,4
‘ IPS-5,0kGy 19,0 16,0 19,0 23,0 23,0
IPS-Acel 14,4 21,6 14,4 19,6 29,9
IPS-C 14,0 20,3 20,8 22,8 22,0
IPS-2,0kGy 12,2 20,3 20,3 23,0 24,3
8 IPS-5,0kGy 15,2 18,5 19,6 22,8 23,9
IPS-Acel 15,0 20,3 20,8 21,8 22,1
IPS-C 24,6 23,1 24,6 27,7 0,0
1 IPS-2,0 kGy 17,5 28,6 23,8 30,2 0,0
IPS-5,0kGy 19,7 23,0 29,5 29,5 0,0
IPS-Acel 15,4 29,2 24,6 30,8 0,0

'Os valores representam a porcentagem da area das subunidades em relacdo & area total da globulina 7S e
globulina 11S, calculadas a partir da densitometria dos géis de eletroforese.
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Tabela 16. Composi¢ao relativa das subunidades/polipeptideos das subunidades das
fracbes 7 e 11S das proteinas sollveis em tampao Tris-Glicina dos IPSs’.

Tempo de 7S 11S
armazenamento IPS .
(meses) o’ o B Acido Basico
IPS-C 27,2 16,7 28,8 27,3 0,0
0 IPS-2,0 kGy 22,6 25,9 25,4 26,2 0,0
IPS-5,0kGy 17,5 19,3 31,6 31,6 0,0
IPS-Acel 19,7 27,9 26,2 26,2 0,0
IPS-C 17,3 17,3 19,2 20,2 26,0
IPS-2,0kGy 154 16,5 17,6 26,4 24,2
‘ IPS-5,0kGy 14,3 16,5 16,5 24,2 28,5
IPS-Acel 13,1 20,2 15,5 25,0 26,2
IPS-C 18,2 19,8 19,8 20,2 22,0
g IPS-2,0 kGy 19,7 20,3 18,7 18,3 23,0
IPS-5,0 kGy 18,2 19,8 19,5 20,2 22,3
IPS-Acel 19,7 18,3 19,6 20,3 22,1
IPS-C 18,5 24,1 22,2 35,2 0,0
1o IPS-2,0kGy 17,5 24,6 28,1 29,8 0,0
IPS-5,0 kGy 17,5 24,6 28,1 29,8 0,0
IPS-Acel 20,3 28,1 23,4 28,1 0,0

" Os valores representam a porcentagem da area das subunidades em relacéo a area total da globulina 7S e
globulina 118, calculadas a partir da densitometria dos géis de eletroforese.
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Tabela 17. Composi¢ao relativa das subunidades/polipeptideos das subunidades das
fracbes 7 e 11S das proteinas em tampao Tris-uréia-SDS dos IPSs'.

arn-lr:zn;rr::r:eento IPS L i

(meses) o a B Acido  Basico

IPS-C 17,0 19.3 15,9 216 26,1

IPS2,0kGy 18,6 17,6 19,6 216 225

0 IPS-5,0kGy 18,0 175 20,6 224 215

IPS-Acel 17,5 16,5 20,4 223 233

IPS-C 17.0 19.3 19,3 193 250

\ IPS-2,0kGy 18,1 12,4 17,1 238 285

IPS-50kGy 12,9 17,8 18,8 168 337

IPS-Acel 16,3 244 16,3 221 209

IPSC 14.4 192 17.8 218 268

IPS-2,0kGy 13,0 20,0 17,0 250 250

8 IPS-50kGy 18,9 222 21 1 167 21,1

IPS-Acel 12,2 20,9 16,5 226 278

IPS-C 155 175 16,5 247 258

o IPS-2,0kGy 15,8 20,0 13,7 274 232

IPS-50kGy 11,1 22,2 15,2 263 253

IPS-Acel 12,3 245 14,2 264 226

" Os valores representam a porcentagem da area das subunidades em relacdo a area total da globulina 7S e
globulina 11S, calculadas a partir da densitometria dos géis de eletroforese.
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Tabela 18. Composicao relativa das subunidades/polipeptideos das subunidades das
fracbes 7 e 11S das proteinas em tampao Tris-DTT dos IPSs'.

Tempo de 7S 11S
armazenamento IPS ;
(meses) o o B Acido Basico
IPS-C 14,4 15,2 18,4 23,2 28,8
IPS-2,0kGy 13,7 15,8 15,8 25,2 29,5
0 IPS-5,0 kGy 12,0 15,6 16,3 28,4 27,7
IPS-Acel 12,4 15,2 19,3 24,8 28,3
IPS-C 9,6 15,4 16,9 23,5 34,6
4 IPS-2,0kGy 11,9 17,0 16,3 25,9 28,9
IPS-5,0 kGy 14,7 14,7 16,8 25,2 28,7
IPS-Acel 11,8 15,3 17,4 23,6 31,9
IPS-C 12,3 15,9 16,7 27,5 27,5
IPS-2,0 kGy 13,1 17,7 16,9 24,6 27,7
8 IPS-5,0 kGy 12,5 15,4 16,9 25,7 29,4
IPS-Acel 10,7 16,4 20,7 25,7 26,4
IPS-C 10,1 19,3 17,6 26,9 26,1
15 IPS-2,0kGy 11,0 20,3 22,0 28,0 18,6
IPS-5,0 kGy 14,4 16,2 22,5 27,0 19,0
IPS-Acel 13,4 15,7 17,3 25,2 28,3

'Os valores representam a porcentagem da area das subunidades em relacdo & area total da globulina 7S e
globulina 11S, calculadas a partir da densitometria dos géis de eletroforese.
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44, Propriedades Funcionais
4.4.1. Solubilidade Protéica

A solubilidade é considerada um dos mais importantes atributos funcionais das
proteinas devido a sua influéncia em outras propriedades como emulsificacao, formagao de
espuma e gelatinizagdo (DAMODARAN, 1997). Os resultados da solubilidade protéica, em
agua e em solucdo de NaCl (0,1M) dos isolados obtidos de gréaos irradiados e nao
irradiados estdo apresentados nas Figuras 7 e 8. Observa-se que, para todos os
tratamentos, os isolados apresentaram, tanto em agua como em solucao NaCl (0,1M), alta
solubilidade (>50%) nos pH 3,0 e 7,0. Proximo ao ponto isoelétrico, pH 5,0, comportamento
tipico, ou seja, baixa solubilidade foi observado. Verificou-se ainda que todos os isolados,
nos pHs 3,0 e 7,0, apresentaram maior solubilidade em agua do que em solucdo NaCl
(0,1M). Por outro lado, no pH 5,0, todos os IPSs apresentaram maior solubilidade em
solucao NaCl (0,1M) do em agua.

Em pH abaixo e acima do ponto isoelétrico, as proteinas possuem excesso de
cargas de mesmo sinal, o que aumenta a forga eletrostatica repulsiva entre as moléculas
que sao maiores que as forgas atrativas de Van der Waals, que previnem a agregagao,
aumentando a solubilidade (DAMODARAN, 1997). No pl, o niumero de cargas positivas e
negativas na molécula se igualam e, por nao existir forcas repulsivas, a solubilidade diminui
(FENEMA, 1989). No entanto em baixas concentracbes de sais (baixa forca ibnica) e
préximo ao pl, os ions salinos tendem a se associar as proteinas contribuindo para uma
maior repulsdo das moléculas, portanto aumentando a solubilidade (salting-in). Ao
contrario, em pHs abaixo ou acima do pl, os ions salinos competem com a proteina pela
agua ocasionando atragdo mutua entre as moléculas devido as forcas eletrostaticas,
diminuindo a solubilidade (salting-out) (FENEMA, 1989).

No tempo zero de armazenamento, a solubilidade protéica dos IPSs em agua,
excetuando-se em pH 5,0, aumentou 13-22% com a irradiagdo (Figura 7). Em solucéo
salina, em todos pHs, o aumento médio da solubilidade dos IPSs de graos irradiados ficou
na faixa de 13,1-18,1%. Em solucao salina, dentre os IPSs de graos irradiados, o IPS-5
kGy foi o que apresentou maior solubilidade, o que pode estar relacionado ao aumento dos
grupos sulfidrila livres (Tabela 13). Segundo Donadel e Prudencio-Ferreira (1999), a
ruptura das ligacdes dissulfeto aumenta a flexibilidade das moléculas, favorecendo a
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solubilidade. Dogbevi, Vachon e Lacroix (2000) observaram aumento de 5% na
solubilidade de proteina de feijoes (Phaseolus vulgaris) irradiados com dose de até 4 kGy.

De forma geral, ao longo do armazenamento, principalmente aos doze meses, 0s
isolados, em agua e em sal, apresentaram diminuicao da solubilidade. Em agua, o IPS-C
teve um comportamento diferente dos demais isolados, apresentando aumento significativo
(p<0,05) de 23,3% (pH 3) e 10,4% (pH 7) nos oito primeiros meses de armazenamento.
Visser e Thomas (1987) também relataram diminuicdo da solubilidade das proteinas de
graos de soja durante o armazenamento e atribuiram este efeito a formacao de agregados
insolUveis por pontes de hidrogénio, interacdes hidrofébicas e também por pontes
dissulfidicas. Como nao foi observado diminuicdo dos grupos SH, a redugcdo da
solubilidade, deve-se possivelmente a formacao de agregados por interagdes hidrofébicas.
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Figura 7. Solubilidade dos isolados protéicos de soja (IPSs) em agua e pH 3,0 (a); pH 5,0
(b) pH 7,0 (c)
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Figura 8. Solubilidade dos isolados protéicos de soja (IPSs) em NaCl 0,1 M e pH 3,0 (a); pH
5,0 (b) pH 7,0 (c)
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4.4.2. Propriedades emulsificante dos isolados protéicos de soja (IPSs)

Os resultados da capacidade emulsificante (CE) dos isolados protéicos obtidos de
graos irradiados e néo irradiados e armazenados estao apresentados na Figura 9. Todos
0s isolados protéicos, apresentaram maior capacidade emulsificante em pH 3,0 que em pH
7,0. O efeito do pH do meio sobre a proteina esta associado a desprotonagdo dos grupos
laterais da molécula, resultando numa carga liquida com maior ou menor afinidade em
interagir com o solvente, afetando seu comportamento ativo na interface da emulsdo. Em
pH 7,0, as proteinas de origem vegetal apresentam uma carga liquida negativa, que
provoca um desequilibrio de natureza hidrofébica, diminuindo a adsor¢do da proteina na
interface, causando reducao da capacidade de emulsificacdo (ELIZALDE; BARTHOLOMAI;
PILOSOF, 1996).

No tempo zero de armazenamento, para ambos os valores de pH estudados, a CE
dos IPSs de graos irradiados apresentaram valores mais elevados que os de graos nao
irradiados, sendo que a CE do IPS-5 kGy foi 20 e 13% superior a do IPS-C para os pHs
3,0 e 7,0 respectivamente. A CE entre os IPS-Acel e IPS-2kGy nao apresentou diferencas
significativas (p>0,05). No presente trabalho, os IPSs de gréaos irradiados que
apresentaram maiores teores de SH livres (Tabela 13), também apresentaram maiores
CE. Varios autores correlacionam o aumento dos grupamentos sulfidrilas livres de uma
proteina com aumento de sua propriedade emulsificante (PETRUCELLI; ANON, 1994;
SANTIAGO; BONALDO; GONZALEZ, 2004; WONG; KITTS, 2002). Segundo Li-Chan;
Nakai e Wood (1984), a exposi¢ao de grupos funcionais, como grupos SH, na superficie
da proteina aumenta a flexibilidade molecular, que se manifesta pela melhoria de suas

propriedades emulsificantes.

Apb6s 12 meses de armazenamento, observou-se reducao significativa (p<0,05) da
CE dos isolados de graos irradiados, para ambos os valores de pH estudados, enquanto
que para os isolados de graos controle ndao foram observadas alteracées. A diminuigdo da
CE nos ultimos meses de armazenamento pode estar relacionada a diminuicdo da
solubilidade (Figura 7). E conhecido que as propriedades interfaciais ndo dependem
somente dos grupos SH mas também da hidrofobicidade superficial e outras caracteristicas
estruturais da proteina, assim como da solubilidade inicial (KINSELLA, 1976). Quanto mais
proteina solubilizada, mais moléculas poderao participar da interface entre as fases 6leo e
agua da emulsao (Ql; HETTIARACHCHY; KALAPATHY, 1997).
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Figura 9. Capacidade emulsificante (CE) dos isolados protéicos de soja (IPSs) em pH 3,0
(a) e pH 7,0 (b).
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Enquanto a formagdao da emulsdo depende de uma rapida adsorgéo,
desdobramento na interface e reorientacado, a estabilidade de uma emulsao é determinada
pelo decréscimo da energia livre interfacial e dependente da habilidade da proteina de
manter a homogeneidade da emulsao que é influenciada pela solubilidade, forca idnica, pH
e propriedades de superficie da proteina (ELIZALDE et al., 1988; DAMODARAN, 1989). Os
resultados para a estabilidade das emulsdes (EE) sao apresentados na Figura 10.
Observa-se que a faixa de valores médios, para EE dos isolados de graos controle e
irradiados foram de 56,43-76,39% no pH 3,0 e 51,57-65,59% no pH 7,0. A menor EE foi
observada no pH igual a pH 7,0 devido possivelmente ao excesso de carga liquida

negativa que causou reducdo da estabilidade.

No tempo zero de armazenamento, independente do pH, apesar do IPS-C
apresentar maior EE que os isolados obtidos de graos irradiados, nédo foi observada
diferenca significativa (p>0,05) pelo teste de Tukey. De forma geral, ao longo do
armazenamento, a EE em pH 3,0 diminuiu enquanto que em pH 7 nao foi observada
variagao significativa (p>0,05). Em pH 3,0 ap6s doze meses de armazenamento, a reducao
foi de até 14,4% para os IPS-C e de 9,4% para o IPS-2kGy. A reducdo da EE dos IPSs
pode ser atribuida a menor solubilidade destes isolados.
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Figura 10. Estabilidade da emulsao (EE) dos isolados protéicos de soja (IPSs) em pH 3,0

(a) e pH 7,0 (b).
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O indice de atividade emulsificante (IAE), em pH 3,0 e 7,0 dos isolados protéicos
de soja de graos controle e irradiados pode ser observado na Figura 11. O IAE fornece a
extensdo (m?) da interface protéica que envolve os glébulos de lipideos da emuls&o.
Quanto maior for a area envolvida por massa (g) de proteina, melhor sua funcionalidade
(PANYAM; KILARA, 1996). Observa-se que o valor do IAE, para todos os isolados, foi
maior em pH 7,0 que em pH 3,0. Os maiores valores de IAE em pH 7,0 apresentados
pelos isolados estdo possivelmente relacionados a sua maior solubilidade (Figura 11b).

No tempo zero de armazenamento ndo foi observada influéncia da dose e tipo de
radiacao dos graos nos valores do indice de atividade emulsificante em pH 3,0. Em pH 7,0,
somente o IPS-Acel diferiu significativamente (p<0,05) dos demais isolados.

Ao longo do armazenamento, os isolados apresentaram comportamentos distintos
para os valores |IAE em pH 3,0 e 7,0. Apdés doze meses de armazenamento todos os
isolados apresentaram redugao significativa (p<0,05), nos valores de IAE (pH 7,0) e, em
pH 3, somente os IPS-2 kGy e IPS-Acel. A reducéo do IAE, em pH 7,0 pode ser atribuida
ao fato das proteinas tornarem-se menos soluveis ao longo do armazenamento (Figura 7a
e 7b), pois solubilidade e hidrofobicidade superficial sdo os maiores fatores que
determinam a atividade emulsificante (NAKAI, 1983).
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Figura 11. indice de atividade emulsificante (IAE) dos isolados protéicos de soja (IPSs) em

pH 3,0 (a) e pH 7,0 (b).
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4.4.3. Propriedade de gelificacao dos isolados protéicos de soja (IPSs)

A Figura 12 mostra os valores médios de dureza dos géis de isolados protéicos
obtidos de graos irradiados e nao irradiados. No tempo zero de armazenamento, apesar
dos géis obtidos dos IPS-C apresentarem menores valores de dureza, estes nao diferiram
significativamente (p>0,05) pelo teste de Tukey, daqueles obtidos de isolados de graos
irradiados.

Aos oito e doze meses de armazenamento, todos os isolados apresentaram
aumento na dureza dos géis. Os géis de maior dureza foram aqueles obtidos de isolados
que continham maior teor de grupos sulfidrila livres (Tabela 12), o que possibilitou a
formacao de ligacdes dissulfidicas no processo de geleificacdo e que s&o essenciais para a
manutencao da rede, além das pontes de hidrogénio (UTSUMI; KINSELA 1985a). Para
Furukawa e Otha (1982) e Kang; Matsumura e Mori (1991), a maior dureza e elasticidade
dos géis dependem da formagéao de ligacao dissulfidicas.
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Figura 12. Valores médios de dureza de géis de isolados protéicos de soja (IPSs)
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No perfil de textura, a definicao de elasticidade é a velocidade com que um material
deformado recupera sua forma original, apdés ser removida a forca deformante
(ROSENTHAL, 1999). Segundo Morr e Ha (1993), valores de elasticidade proximos a 1,0

podem indicar a recuperacao da forma original logo ap6s a compressao.

No tempo zero de armazenamento, ndo houve diferencga significativa, pelo teste de
Tukey (p>0,05), nos valores de elasticidade dos géis obtidos de IPSs de graos irradiados e
controle (Figura 13). Embora a elasticidade dos géis, de pH 7,0 seja fortemente relacionada
a formacédo de ligacdes disulfidicas intermoleculares (SHIMADA; CHEFTEL, 1989), no
presente trabalho nao foi observada esta relacao. Os isolados de graos irradiados apesar
de apresentarem maiores teores dos grupos sulfidrilas livres, ndo formaram géis mais

elasticos.

Até o quarto més de armazenamento, todos os géis de isolados apresentaram
aumento significativo (p<0,05) médio de 11%, nos valores de elasticidade e foram também
0s que tiveram menores valores de dureza (Figura 12). Apds esse periodo, nenhuma

mudanca significativa foi observada.
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Figura 13. Valores de elasticidade dos géis de isolados protéicos de soja (IPSs).
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A coesividade relaciona as forcas envolvidas nas ligagdes internas do produto
(ROSENTHAL, 1999) e indica o quanto a estrutura do gel permaneceu intacta apds a
primeira compressao (HANDA; TAKAHASHI; FRONING, 1998). O indice de coesividade
teve 0 mesmo comportamento do indice de elasticidade. Os valores de coesividade dos
géis, no tempo zero de armazenamento, independente do tratamento aplicado nos graos,
ndao apresentaram diferengcas significativas (p>0,05) (Figura 14). No quarto més de
armazenamento, todos os géis de isolados, excetuando-se o do IPS-2kGy, apresentaram
aumento significativo (p<0,05), nos valores de coesividade quando comparados ao tempo
zero. Aos 8 e 12 meses, os valores de coesividade para todos o0s géis ndo apresentaram
diferengas significativas (p>0,05). Assim como na adesividade, a coesividade é um
parametro de textura que depende da maior ou menor formacao de ligagdes hidrofébicas,
forga ibnica e pontes de hidrogénio (DAMODARAN, 1996).
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Figura 14. Valores de coesividade dos géis de isolados protéicos de soja (IPSs)
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Os resultados relativos a capacidade de retencao de agua (CRA) dos géis estédo
apresentados na Figura 15. No tempo zero, a CRA do géis de IPSs de graos controle e
irradiados variou de 79 a 83%, ndo sendo observada diferenca significativa (p>0,05) pelo
teste de Tukey. Resultados semelhantes foram reportados por Byun e Kang (1995), que
nao observaram alteracdes na capacidade de retencao de agua de tofus produzidos de
graos gama irradiados na faixa de 2 a 5 kGy. Segundo os autores, em doses acima de 10
kGy, a capacidade de retencéao de agua de tofu diminuiu devido a desnaturacao parcial das
proteinas, que fez com que se formasse uma matriz protéica fraca. Apdés 8 meses de
armazenamento, observou-se diminuicao significativa (p<0,05) nos valores da CRA, para

todos os tratamentos.
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Figura 15. Valores médios da capacidade de retencdo de agua (CRA) de géis do isolados

protéicos de soja (IPSs)
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5. CONCLUSOES
Os resultados obtidos neste estudo permitiram concluir que:

1. Os tratamentos com radiacdo gama e feixe de elétrons, nas doses utilizadas, nao
levaram a alteracdes no indice de antioxidacao e no teor total de isoflavonas dos graos
de soja. No entanto, o perfil de isoflavonas sofreu alteragbes no decorrer do
armazenamento, com aumento proporcionais dos PB-glicosideos e diminuicdo dos

malonil glicosideos.

2. A radiacdo gama e a de feixe de elétrons, nas doses utilizadas, contribuiram para o
aumento da acidez dos 6leos obtidos de graos de soja, durante o armazenamento.

3. A irradiacdo favoreceu a reducdo dos teores de fitato e inibidores de tripsina nas
farinhas desengorduradas de soja, sendo que na mesma dose de radiacdo, o
tratamento por radiacao gama foi mais efetivo que o de feixe de elétrons.

4. A irradiacdo dos gréos resultou em aumento do conteudo de sulfidrila livres dos
isolados protéicos e 0 armazenamento, em alteragdes estruturais das proteinas com
formacao de agregados de alto peso molecular mantidos possivelmente por pontes de
hidrogénio e interagdes hidrofobicas.

5. De modo geral, a irradiacdo dos graos de soja afetou positivamente as propriedades
funcionais dos isolados protéicos de soja. No entanto, no armazenamento, houve

perdas de funcionalidade, igualando todos os tratamentos ao final de 12 meses.

A irradiacdo gama e a de feixe de elétrons, nas condi¢cdes estudadas, podem ser
utilizadas sem prejuizo as propriedades fisico-quimicas de graos e funcionais de seus
isolados protéicos, durante o armazenamento, indicando assim a utilizacdo da radiacao
ionizante como método de conservagao de graos de soja.
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