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Ciéncia e Tecnologia de Alimentos

Carboidratos das fibras de cotilédones e proteinas de
produtos derivados de soja (Glycine max (L.) Merril)

Carbohydrates from cotyledon fibers and proteins of soybean (Glycine max (L.) Merril) derivatives

Neusa Fatima SEIBEL™, Adelaide Del Pino BELEIA!

Resumo

Fibras alimentares obtidas de cotilédones de soja original (FAO) e micronizada (FAM) foram fracionadas e avaliadas quanto a polissacarideos
e monossacarideos constituintes. O componente majoritario foi a hemicelulose, totalizando 59% em FAO e 51% na FAM, a pectina
representou em média 14% e a celulose 8,5%. As duas amostras de fibras apresentaram 17 mg.g™' de 4cidos urdnicos e a mesma composi¢ao
de monossacarideos, sendo galactose, glicose e arabinose/ramnose os principais componentes. As proteinas de concentrado protéico, farinha
desengordurada e fibras alimentares (FAO e FAM) foram avaliadas quanto a solubilidade em diferentes solventes (NaCl, agua, etanol e
NaOH) e quanto ao peso molecular. A farinha desengordurada de soja teve a maior parte das proteinas passivel de extragao com solugao
salina, e o concentrado protéico e as fibras de cotilédones com solugao alcalina. A fragdo protéica que nao foi extraida com nenhum dos
quatro solventes utilizados permaneceu no residuo, o maior percentual estava no concentrado, seguido pela fibra alimentar micronizada e a
farinha, ja a menor quantidade estava na fibra alimentar original. A eletroforese das proteinas dos quatro ingredientes alimentares mostrou
as subunidades que constituem as fragdes 3-conglicinina e glicinina. Bandas com peso molecular préximo aos 30 kDa foram reveladas nas
proteinas extraidas das fibras de cotilédones de soja, sendo provavelmente glicoproteinas de parede celular, ricas em hidroxiprolina.
Palavras-chave: fracionamento de parede celular; monossacarideos; dcidos urénicos; classificagio de proteinas; eletroforese; hidroxiprolina.

Abstract

Dietary fibers from soybean cotyledons classified as original (ODF) and milled (MDF) were fractionated and evaluated as to fractions and
monosaccharide composition. The major constituent was hemicellulose, 59% in ODF and 51% MDE, pectin was in average 14% and cellulose,
8.5%. Both samples had 17 mg.g™' uronic acids and the same composition in monosaccharides: galactose, glucose and arabinose/rhamnose,
after hydrolysis. Protein fractions extracted from protein concentrate, defatted flour and dietary fibers were evaluated for protein solubility
in different solvents (NaCl, water, ethanol and NaOH) and for molecular weight. Defatted flour had the highest concentration of proteins
soluble in saline solution, while protein concentrate and dietary fibers had the highest protein solubility in alkaline solution. Residual
protein, not extracted with any of the solvents used, remained in the insoluble fraction and the highest concentration was in the protein
concentrate, followed by MDE defatted flour and ODE Protein electrophoresis of the four food ingredients showed subunits that constitute
the fractions B-conglycinin and glycinin. Protein extracted from the dietary fibers showed bands with molecular weight of about 30 kDa,
probably glycoproteins from cell wall material, rich in hydroxyproline.

Keywords: cell wall fractionation; monosaccharides; uronic acids; protein classification; electrophoresis; hydroxyproline.

1 Introdugao

ISSN 0101-2061

A fibra de soja, ou fragao insoluvel do processamento de
concentrado protéico, é separada por centrifugacdo e contém
principalmente carboidratos de parede celular dos cotilédones
da soja, sem componentes da casca. E um produto que necessita
de caracterizagao para posterior utilizagdo. Fibras alimentares
sao macromoléculas resistentes a digestao pelas enzimas do trato
gastrointestinal humano e sdo essencialmente compostas de
componentes de parede celular, principalmente pectina, lignina,
hemicelulose e celulose, que tém tido importincia devido aos
efeitos benéficos a saide humana, como regulagao do transito
intestinal e prevencdo de algumas doengas, incluindo o cancer
(THARANATHAN; MAHADEVAMMA, 2003). No entanto, é
necessario o conhecimento da constitui¢do destas fra¢des, isto
é possivel com o fracionamento da parede celular, que promove
uma separagido dos polissacarideos, podendo entdo ser identi-
ficados os seus constituintes.

A pectina ¢é rica em ramnose, arabinose, galactose e dci-
dos galacturonicos, (ligados ionicamente a Ca** e Mg*™), esta
fracdo é covalentemente ligada a fendis, proteinas e celulose,
em todos os tipos de parede celular. Ligninas sio compostos
polifendlicos altamente insoltveis formados pela polimeriza-
¢do de trés alcoois: dlcool trans-p-cumaril, lcool-coniferil e
alcool trans-sinapil, que mantém uma extensa rede de ligagdes
cruzadas na parede celular, conferindo-lhes elevada resistén-
cia, pois substituem moléculas de agua entre os polimeros
(BRETT; WALDRON, 1996). A hemicelulose corresponde a
um grupo heterogéneo de polissacarideos ramificados que se
ligam firmemente a superficie das microfibrilas de celulose e
entre si, cobrindo as microfibrilas e mantendo ligagdes cruzadas,
via ligacoes de hidrogénio em uma rede complexa. A celulose
¢ constituida exclusivamente de glicose que forma cadeias por
ligagoes 3 1-4, e de ligagdes de hidrogénio entre as cadeias, com
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Compostos majoritarios de fibra de soja

alto grau de polimerizagéo, 2000 a 6000 na parede celular pri-
maria e mais de 10000 na parede secunddria, produzindo dreas
de cristalinidade (WALDRON; PARKER; SMITH, 2003).

Os polissacarideos totais da parede celular de quatorze
variedades de soja representaram em média 21% do gréo, e os
principais componentes foram galactose, glicose, arabinose e
acidos uronicos, enquanto que xilose, ramnose e fucose foram
encontradas em menores quantidades (BRILLOUET; CARRE,
1983; HUISMAN; SCHOLS; VORAGEN, 1998; STOMBAUG
et al., 2000).

As proteinas da soja sao amplamente utilizadas em produ-
tos alimenticios sob a forma de varios ingredientes e para este
uso ¢ importante conhecer as classes das proteinas presentes.
A classificagio das proteinas, usada inicialmente em cereais, é
baseada na solubilizagdo destas macromoléculas em diferentes
solugdes extratoras, mas alguns polipeptideos podem ser extrai-
dos em outra classe, devido as associagdes com outras proteinas
ou podem permanecer no residuo insolavel quando associados
a outros compostos (LIU, 1997). As proteinas majoritarias da
soja sdo PB-conglicinina e glicinina, respectivamente, globulinas
7 e 118S. A B-conglicinina é constituida de subunidades o, o’ e B,
com pesos moleculares de 84, 72 e 51 kDa, respectivamente,
e a glicinina tem subunidades acidas (36-40 kDa) e basicas
(18-20 kDa). Devido a diferencas na composi¢ao e estrutura,
as globulinas 7 e 11§ exibem diferencas nas caracteristicas nu-
tricionais e funcionais (LIU, 1997; RIBLETT et al., 2001).

As proteinas de parede celular podem ser divididas em
trés classes estruturais. As extensinas, glicoproteinas basicas
ricas em hidroxiprolina, serina, tirosina e lisina, contém muitas
seqiiéncias repetidas de Ser(Hyp), e sdo os componentes ma-
joritarios da parede celular primaria, podendo conter 40% de
hidroxiprolina. As proteinas ricas em glicinas sdo caracterizadas
pela repetitividade (Gly-X), em que X freqiientemente é glicina.
As proteinas ricas em prolina e hidroxiprolina contém unidades
repetidas de Pro-Pro-Val-X-Lys, em que X freqiientemente
¢ histidina, tirosina ou glicina (KLEIS-SAN FRANCISCO;
TIERNEY, 1990; WALDRON; PARKER; SMITH, 2003).
Durante o desenvolvimento do grdo de soja, até 30% das ex-
tensinas podem ser extraidas por solugdes salinas, no entanto,
quando o grio é dessecado estas proteinas tornam-se insoltveis
devido a mudangas irreversiveis da parede celular durante a
secagem (CASSAB; VARNER, 1988; WALDRON; PARKER;
SMITH, 2003).

Os objetivos do trabalho foram: 1) avaliar os carboidratos
das fibras de cotilédones de soja, quanto aos polissacarideos e
monossacarideos; e 2) avaliar as proteinas das fibras, da farinha
desengordurada e do concentrado protéico quanto a solubilida-
de em diferentes solventes e a distribui¢do de pesos moleculares
por eletroforese.

2 Material e métodos

As matérias-primas utilizadas para andlise dos carboidratos
foram fibras de cotilédones de soja original (FAO) e microni-
zada (FAM). Para a classificagdo das proteinas foram utilizados
concentrado protéico, farinha desengordurada e fibras alimen-
tares (FAO e FAM), oriundos de outro lote e com diferente
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composicao centesimal. Todas as amostras foram fornecidas
pela empresa Solae Company (Esteio/RS).

2.1 Agiicares totais

Foram determinados pelo método colorimétrico de fenol-
sulftrico, segundo Dubois et al. (1956) e quantificados por
absorc¢do em Espectrofotometro UV-visivel Cintra 20 a 490 nm,
usando uma curva de calibra¢ao de 10 pontos, com concentra-
¢do de 10 a 100 pg de glicose e R* = 0,9848.

2.2 Acidos urénicos

Foram determinados segundo Kintner e Van Buren (1982).
As amostras foram hidrolisadas em 4cido sulfurico contendo
tetraborato de s6dio 0,0125 M, reagdo com m-hidroxidifenil
0,15% em NaOH 0,5%, e quantificadas por absor¢do em
Espectrofotometro UV-visivel Cintra 20 a 520 nm. Os teores
de 4cidos urdnicos foram calculados com base na curva de
calibragdo de 6 pontos, com concentragao de 10 a 60 ug de
acido galacturdnico e R* = 0,9791.

2.3 Fracionamento da parede celular

Foi realizado a partir de 500 mg de amostras. Primeira-
mente os aglcares soluveis foram extraidos com etanol 80%,
por 20 minutos a 80 °C, com agitacdo eventual. O material foi
centrifugado a 8000 g por 15 minutos (Centrifuga Sorvall, rotor
SL 50 T) e o precipitado foi seco em estufa a 60 °C por 12 horas
e pesado. A extracio da pectina foi conduzida com 20 mL de
oxalato de amoénio 0,5% (p/v), para cada 200 mg de material, este
submetido a extragao por 1 hora a 80 °C com agita¢ao constante
em agitador magnético (3 vezes). Terminada a extragao foi cen-
trifugado a 8000 g por 15 minutos e o sobrenadante dialisado
com agua potavel (4 a 5 trocas) e agua destilada (2 a 3 trocas)
e o precipitado foi lavado 3 vezes com agua destilada, liofili-
zado e pesado. A delignificagéo foi realizada em banho-maria
(70280 °C) com 40 mL de dgua deionizada, 1,25 g de clorito de
sodio (NaClO), 150 pL de dcido acético glacial, usando o residuo
da extragdo com oxalato. O material foi agitado manualmente
para quebrar os grumos. Apds 1 hora adicionou-se 0,4 g de
NaClO e 150 puL de acido acético glacial. Depois de mais 1 hora
de extracio, o material foi centrifugado a 8000 g por 15 minutos,
o sobrenadante foi dialisado, liofilizado e pesado, o residuo foi
lavado com 4gua e liofilizado. As hemiceluloses foram extraidas
em trés fracdes: a0 material residual foram adicionados 20 mL
de solugao NaOH 0,1M com NaBH, (3 mg.mL™"), as amostras
permaneceram sob agitagdo, com barra magnética, por 1 horaa
temperatura ambiente. Em seguida, o material foi centrifugado a
8000 g por 15 minutos. O sobrenadante foi recolhido e neutrali-
zado com dcido acético a pH 7,0, dialisado com agua potavel por
24 horas e agua destilada por 24 horas e centrifugado a 8000 g
por 15 minutos, e o sobrenadante foi liofilizado e pesado. No
precipitado foi repetido o processo com adi¢do de NaOH 1M
mais NaBH, (3 mg.mL™") e depois com NaOH 4M mais NaBH,
(3 mg.mL™"). Metade do precipitado remanescente da extracédo
com NaOH 4M foi pesado e colocado em tubos conicos de vidro.
A esse material foi adicionado reagente de Updegraft (5% acido
nitrico e 15% acido acético em dgua) e levado ao banho-maria a
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100 °C por 90 minutos, com agita¢do a cada 15 minutos. Apos
esfriado, foi centrifugado a 8000 g por 15 minutos a 10 °Ce o
sobrenadante descartado. O precipitado foi lavado 3 vezes com
agua deionizada e liofilizado. O peso resultante da hidrolise
correspondeu a fragdo celuldsica.

2.4 Monossacarideos

Foi pré-hidrolisado 1 mg de material seco de cada fra-
¢do de parede celular em 100 pL de dcido sulftrico 72%, em
banho-maria a 30 °C, por 45 minutos. Apods este periodo
foram adicionados 1,7 mL de agua destilada e o material foi
autoclavado por 1 hora a 120 °C. Em seguida o material foi
neutralizado com hidréxido de s6dio 50% e submetido a reti-
rada de sais com resinas anionicas (Dowex 1 X 8 50-100 mesh,
Cl Form Supelco) e catiénicas (Dowex 50w X 8 50-100 mesh,
H Form Supelco). Os monossacarideos foram analisados por
cromatografia anidnica de alta eficiéncia com detector ampe-
rométrico (HPAEC-PAC) modelo DX500, em coluna Carbo-
Pac PA-1 (Dionex Corporation, Sunnyvale, CA, EUA), em cor-
rida isocratica de 20 mm de NaOH com vazio de 1 mL/minuto
e inje¢do automatica de 10 pL. Foi utilizado padréo Sigma de
monossacarideos para comparagio.

2.5 Classificagdo das proteinas

Foi realizada segundo o método modificado de Chavan,
Mckenzie e Shahidi (2001). Amostras secas (2,5 g) foram dis-
persas em 30 mL de NaCl 5% e extraidas por 30 minutos em
temperatura ambiente (25 * 1 °C) usando um shaker MA830/A
Marconi a 125 rpm. A suspensdo foi centrifugada a 4000 g por
20 minutos, em centrifuga Harrier 15/80 MSE, e o sobrenadante
guardado. O residuo foi reextraido uma vez, no mesmo solvente,
e o sobrenadante somado ao anterior também guardado. O re-
siduo foi extraido sucessivamente com agua deionizada, etanol
70% a 60 °C e com NaOH 0,2% nas mesmas condigdes da extra-
¢do com solugdo salina. As fragdes solubilizadas foram coletadas
separadamente e determinada a proteina por Microkjeldahl. A
mesma determinacéo foi feita no residuo.

2.6 Eletroforese

Foi realizada segundo Marsman et al. (1997) e Maruyama
et al. (2003). As amostras foram extraidas em solugdo tampao
Tris-HC1 62,5 mM, pH 6,8, 2% de SDS, 1% de B-mercaptoetanol
e 10% de glicerol, durante 1 hora sob agitagdo com barra magné-
tica, em seguida foram centrifugadas a 10000 g por 30 minutos
a 10 °C em centrifuga Eppendorf modelo Centrifugue 5804R.
No sobrenadante foram quantificadas as proteinas totais por
Microkjeldahl. O gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) foi usado
para a analise (gel separador 12% e gel concentrador 4%). Uma
aliquota contendo 2 mg de proteina foi diluida em tampao de
amostra e utilizada para a corrida em corrente elétrica de 100 V.
Asbandas eletroforéticas foram reveladas e fixadas com solugdo
metanol 40%, acido acético 10% e agua 50%, contendo 0,1% de
corante Coomassie Brilhante Blue. O excesso do corante foi reti-
rado com solu¢do metanol 40%, acido acético 10% e agua 50%.
O padrdo utilizado foi o BenchMark Protein Ladder Invitrogen,
com bandas de 10 a 220 kDa.
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2.7 Hidroxiprolina

Foi realizada segundo Woessner (1961). A hidroxiprolina
foi oxidada com cloramina T, ao complexo formado foi adiciona-
do para-dimetilaminobenzaldeido e quantificado por absorgao
em Espectrofotometro UV-visivel Cintra 20 a 557 nm, usando
uma curva de calibragdo de 9 pontos, com concentragio de
0,5 a 2,5 ug de hidroxiprolina e R* = 0,9958.

2.8 Andlise estatistica

Para caracterizar as fragdes quanto aos monossacarideos foi
aplicada estatistica Multivariada para a interpretagdo dos resulta-
dos, empregando-se Analise de Componentes Principais (ACP)
e Analise de Agrupamentos (AA). Para isto, foram utilizados os
procedimentos Multivariate Exploratory Techniques — Cluster
Analysis e Principal Componentes & Classification Analysis, do
programa computacional Statistica 6.0. Os dendogramas foram
obtidos por estratégia de agrupamento nio ponderado aos pa-
res e considerando-se a distancia euclidiana como coeficiente
de semelhanca. A classificagdo das proteinas foi avaliada por
ANOVA, e para comparar a diferenga das médias foi usado o
teste de Tukey com intervalo de confianga de 95% (p < 0,05).

3 Resultados e discussao

3.1 Carboidratos

As fibras de cotilédones de soja apresentaram concentragdes
de agucares totais de 19,7 mg.g™' (FAO) e 21,2 mg.g™' (FAM), que
representam os agucares livres, enquanto que a grande maioria
dos agucares estd associada formando os polissacarideos. Além
disso, muitos carboidratos solaveis foram retirados, por centri-
fugacdo, durante o processo industrial de obtengdo das fibras
de cotilédones. Karr-Lilienthal et al. (2005) relataram que em
dez amostras de graos de soja, os aguicares livres encontrados
foram galactose, glicose e frutose, com o total variando de
0,7a4,7mg.g™".

Com o fracionamento do material de parede celular das
duas amostras de fibras alimentares (Tabela 1) foi observado
que o componente majoritario é a hemicelulose, totalizando
59% na amostra original e 51% na micronizada. A extragdo de
hemicelulose foi realizada em trés etapas para ser mais eficiente.
A primeira extragdo remove os polissacarideos mais soltveis e
promove o intumescimento das amostras. A segunda extragdo
remove hemiceluloses de baixo grau de polimerizagdo (~100),
enquanto que as hemiceluloses com maior grau de polimeri-

Tabela 1. Rendimento do fracionamento da parede celular da fibra
de soja (%).

Fragoes FAO FAM
Pectina 132+1,3 15,4+4,0
Hemicelulose (extraida em NaOH 0,1M) 12,4+0,5 13,2£0,2
Hemicelulose (extraida em NaOH 1M) 8,1+0,7 7,8+0,7
Hemicelulose (extraida em NaOH 4M) 38,5+2,1 30,1+5,2
Celulose 84+1,6 8,5+0,8

FAO = fibra alimentar original; FAM = fibra alimentar micronizada. Média + desvio padrao
de andlises em triplicata.
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zagdo (~200) requerem uma solugdo de alcali mais forte, sendo
retiradas na terceira extragdo (SELVENDRAN; O'NEILL, 1987).
Ouhida, Pérez e Gasa (2002) também encontraram mais hemice-
lulose na fragdo insoluvel da farinha de soja, mas as quantidades
do fracionamento foram diferentes: 40% de hemicelulose, 34%
de pectina e 10,7% de celulose.

A pectina das duas amostras de fibras foi extraida com oxa-
lato de amonio para ter a minima degradagdo possivel e maximo
poder quelante dos cations Ca** e Mg**, complexados com os
residuos dos 4cidos galacturénicos (SELVENDRAN; O'NEILL,
1987). Esta fragdo rendeu 14%, em média, estando coerente com
Karr-Lilienthal et al. (2005), pois os autores comentaram que
em parede celular de soja pode haver até 20% de 4cidos galac-
turdnicos. Stombaugh et al. (2000) avaliaram paredes celulares
de quatorze variedades de soja encontrando, em média, 10%
de pectina, no entanto os autores definiram esta fragdo como a
soma de galactose, arabinose, ramnose, fucose e acidos urénicos.
Os acidos urdnicos das fibras de cotilédones de soja foram quan-
tificados nas fragdes pécticas e presumidamente considerados,
sendo essencialmente do tipo galacturonico. As duas amostras
apresentaram a mesma quantidade de 17,1 mg.g™, cujo valor é
muito similar ao encontrado na farinha de soja (1,58%) de uma
dieta para aves, na qual era a unica fonte de polissacarideos
(KARR-LILIENTHAL et al., 2005). Stombaugh et al. (2000)
encontraram valores superiores, 24 mg.g™'. Huisman, Schols e
Voragen (1998) comentaram que 90% dos dcidos urdnicos pre-
sentes na farinha de soja estdo na fragio insoluvel, isto pode ser
uma indica¢do da complexidade ou diversidade das moléculas
pécticas na parede celular.

A celulose representou o componente minoritario da FAO e
da FAM (8,5%) porque esta fragdo estd localizada predomi-
nantemente nas cascas de soja (STOMBAUGH et al., 2000).
Ouhida, Pérez e Gasa (2002) encontraram 10,7% de celulose
nos cotilédones, mas as amostras inclufam as cascas, e comen-
taram que a maior parte da glicose estava na fragdo insoluvel das
cascas. Brillouet e Carré (1983) encontraram 11% de celulose,
mas os autores usaram outro método de analise, hidrolisando a
parede celular com TFA (4cido trifluoroacético) para a obten¢ao
desta fracdo. A lignina teve, em média, 22%, mas esta fracao
estd superestimada, porque durante a delignificagdo, carboi-
dratos (5-10%), compostos fendlicos e glicoproteinas ricas em
hidroxiprolina sdo solubilizados em clorito sodico, o reagente
usado para a delignificagdo (SELVENDRAN; O’NEILL, 1987).
Brillouet e Carré (1983) encontraram quantidades menores de
lignina (3,7%) ao analisar paredes celulares do grao de soja,
porém usaram metodologias diferentes, a farinha dos gréos foi
primeiramente hidrolisada com proteases e amilases e a lignina
analisada por espectrofotometria.

Para uma avaliacdo em conjunto da capacidade de ca-
racterizagdo das amostras de fibras alimentares, utilizando a
composi¢do de monossacarideos, empregou-se a Analise de
Componentes Principais (ACP) e a Analise de Agrupamentos
(AA). O primeiro (A=4,24) e 0 segundo componente (A=1,19)
explicaram, em conjunto, 90,5% da variabilidade dos dados
(Figuras 1 e 2). As Equagdes 1 e 2, obtidas pelos loadings ou
autovalores dos CPs, geraram as coordenadas (escores) do
grafico de componentes principais (Figura 1).
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CP1 = 0,922 fucose + 0,963 arabinose/ramnose + 0,957 galactose — (€]
0,978 glicose + 0,768 xilose + 0,012 manose

CP2 = 0,299 fucose + 0,131 arabinose/ramnose — 0,082 galactose + )
0,102 glicose — 0,277 xilose - 0,994 manose

Com o grafico bidimensional da ACP e o dendograma da
AA (Figuras 2 e 3), foi possivel verificar a distin¢ao de dois gran-
des grupos: 1) fragdo da celulose; e 2) fragdes da pectina e das
hemiceluloses (fragdes soluveis em NaOH 0,1M; NaOH 1M e
NaOH 4M). As amostras do grupo 1 ficaram isoladas das demais,
pois a fragdo de celulose é constituida somente de glicose. No
grupo 2 houve a separagdo das amostras da fracdo de NaOH 1M,

1,0t
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§ Glicose _ -Arabinose/ramnose
S -~ -~ =
N 0,0t i
5
[a W)
Q
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CP1: 70,69%

Figura 1. Projegdo das variaveis nos componentes principais 1 e 2.

CP2:19,79%
o
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Figura 2. Andlise de componentes principais obtidos a partir dos dados
cromatograficos para analise de monossacarideos. 1) FAO pectina;
2) FAM pectina; 3) FAO NaOH 0,1M; 4) FAM NaOH 0,1M; 5) FAO
NaOH 1M; 6) FAM NaOH 1M; 7) FAO NaOH 4M; 8) FAM NaOH
4M; 9) FAO celulose; e 10) FAM celulose.
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Figura 3. Dendograma da andlise de agrupamento obtido a partir
dos dados cromatograficos para analise de monossacarideos. 1) FAO
pectina; 2) FAM pectina; 3) FAO NaOH 0,1M; 4) FAM NaOH 0,1M;
5) FAO NaOH 1M; 6) FAM NaOH 1M; 7) FAO NaOH 4M; 8) FAM
NaOH 4M; 9) FAO celulose; e 10) FAM celulose.

porque a FAO apresentou mais glicose e manose e menores
niveis de arabinose/ramnose, provocando o deslocamento da
amostra para baixo e para a esquerda do grafico. As duas amos-
tras de fibras apresentaram composi¢cdo de monossacarideos
similar nas fracdes de hemicelulose, extraidas com NaOH 0,1M,
NaOH 4M e celulose. Na pectina, a FAO apresentou mais xilose
e manose do que a FAM, por isso ficou locada mais abaixo. Estas
diferencas podem ser pelo uso de diferentes variedades de soja
no processamento, pois sendo as fibras provenientes de produtos
industriais, ndo se tém conhecimento de quais variedades foram
utilizadas e a amostra original pode ser de variedade diferente da
micronizada. Stombaugh et al. (2003) analisando treze cultivares
de soja, quanto aos monossacarideos, encontraram diferengas
nas composi¢oes devido as variedades.

Os principais monossacarideos das fibras alimentares de
soja foram galactose, glicose e arabinose/ramnose, o que esta
de acordo com relatos da literatura. Independentemente da
metodologia utilizada, a galactose, a glicose, a arabinose e os
acidos urdnicos sdo os principais componentes encontrados
em polissacarideos de parede celular de cotilédones de soja,
enquanto que a xilose, a ramnose e a fucose sdo componentes
encontrados em menores quantidades. Os polissacarideos ge-
ralmente sdo avaliados quanto aos teores de monossacarideos
e dcidos urdnicos, os quais indicam a presenca das fracdes, ou
ainda, sdo determinados como fibras alimentares totais, soluveis
e insoluveis, para posteriormente serem hidrolisados e, entdo,
sdo avaliados os monossacarideos (BRILLOUET; CARRE, 1983;
HUISMAN; SCHOLS; VORAGEN, 1998; MULLIN; XU, 2000
OUHIDA; PEREZ; GASA, 2002; STOMBAUGH et al., 2000).

Os compostos de parede celular, celulose e hemicelulose
sdo materiais higroscdpicos classificados como fibras alimen-
tares insoluveis e relacionados com as propriedades funcionais
dos alimentos ricos em fibras, sendo a principal caracteristica
fisico-quimica a propriedade de hidratacao e intumescimento
(LOPEZ etal., 1996). Esta propriedade tem sido relacionada com
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os efeitos fisioldgicos proporcionados a quem ingere a quanti-
dade didria recomendada de fibras totais (25 a 30 g), sendo que
75% devem estar na forma insoluvel. Os beneficios descritos sdo:
aumento da saciedade, regulacdo do transito intestinal, aumento
do volume fecal, redugido do colesterol, aumento na excre¢do de
sais biliares e preven¢ao de algumas doengas, incluindo o cancer
de célon (THARANATHAN; MAHADEVAMMA, 2003).

3.2 Proteinas

A classificagdo protéica dos ingredientes alimentares deri-
vados de soja foi realizada através da homogeneizacdo destes
em diferentes solventes para se obter as fragdes de proteinas ex-
traiveis em solucdo salina, agua, etanol, solu¢do alcalina e fracdo
remanescente no residuo (Tabela 2). As quantidades de proteinas
extraidas da farinha desengordurada, do concentrado protéico e
das fibras de cotilédones apresentaram diferenca estatistica entre
todas as fracdes solubilizadas e nas proteinas que permanecem
no residuo solido das extragdes, com excegdo dos percentuais
solubilizados pelo etanol na farinha e no concentrado.

A farinha desengordurada de soja tinha 69% de proteinas,
sendo a maior parte passivel de extragdo com solugéo salina. O
concentrado protéico tinha 76% de proteinas e a maior fragdo
foi extraida em soluc¢ao alcalina, assim como as proteinas das
amostras de fibras de cotilédones, que inicialmente tinham
24% (original) e 43% (micronizada) de proteinas. As proteinas
que constituem o residuo devem estar associadas com outros
compostos e ndo foram extraidas com os quatro solventes
utilizados. O concentrado apresentou o maior percentual de
proteinas ndo extraiveis, seguido pela fibra alimentar microni-
zada e a farinha, ja a menor quantidade desta fracdo estava na
fibra alimentar original.

As principais proteinas da soja sdo classificadas como
globulinas, extraidas em solugdo salina, e no grao esta fragao
pode corresponder a até 80% do total destas macromolécu-
las (LIU, 1997). A farinha desengordurada, que é o primeiro
produto sélido gerado no processamento da soja, teve a maior
quantidade de proteinas nesta fragdo, pois foi a amostra com
menor grau de processamento. As outras amostras podem ter
sido afetadas pelo processamento subseqiiente, que pode alterar
as propriedades funcionais das proteinas, incluindo a solubi-
lidade. Além disso, alguns polipeptideos podem ser extraidos
em outra classe, devido as associagdes com outras proteinas ou
por permanecerem no residuo insoltivel quando associados a
outros compostos (LIU, 1997).

Os percentuais de proteinas extraidas das fibras de coti-
lédones de soja, neste trabalho, foram diferentes dos encon-
trados em cotilédones de beach pea (Lathyrus maritimus L.),
uma leguminosa com 43% de proteinas e que contém amido
(CHAVAN; McKENZIE; SHAHIDI, 2001). Os autores relataram
que a maior fracio de proteinas foi extraida com solugdo salina
(62%), seguida pela extracdo alcalina (19%) e pela agua (15%),
mas os autores também encontraram o menor percentual de
extracdo em etanol (3%). Estas variacdes sdo explicadas pelas
diferencas das leguminosas e também porque os autores fizeram
o processamento de separacgdo dos cotilédones em laboratdrio,
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Tabela 2. Proteinas de ingredientes de soja extraidas com diferentes solventes (% de proteinas soliveis em relagao as proteinas totais).

Amostras Extra¢ao com NaCl Extragdo com 4gua  Extragdo com etanol  Extragdo com NaOH Residuo
Farinha 46,72°+ 1,95 6,26°* 0,20 2,96°£ 0,19 18,404 £ 0,24 26,31°£3,62
Concentrado 10,264 £ 0,47 2,694+ 0,36 1,49°£0,19 47,08+ 3,22 36,96 + 3,85
FAO 25,12+ 0,42 16,78* £ 1,25 9,12°+£0,95 30,46°+ 0,06 16,78+ 0,45
FAM 17,51+ 1,08 9,07°+ 0,77 6,08+ 0,98 37,88+ 0,57 26,82+ 2,38

FAO = fibra alimentar original; e FAM = fibra alimentar micronizada. Média de trés extragoes determinadas em duplicata * desvio padrio, em base seca. Médias seguidas pela mesma

letra, nas colunas, ndo diferiram a 5% pelo teste de Tukey.

manualmente e logo apds a colheita, sem os processamentos
sofridos pela FAO e pela FAM.

Os quatro ingredientes alimentares derivados de soja
apresentaram as proteinas majoritdrias da leguminosa, a
B-conglicinina e a glicinina, respectivamente, globulinas 7 e
118 (Figura 4). A B-conglicinina é constituida de subunidades
o, o e B, com pesos moleculares de 84, 72 e 51 kDa, respecti-
vamente, e a glicinina tem subunidades 4cidas (36 a 40 kDa)
e basicas (18 a 20 kDa) (GARCIA et al., 1997; RIBLETT et al.,
2001). A glicinina ¢ a maior fragdo das proteinas totais do gréo,
25 a 35%, é composta por, no minimo, seis subunidades nao
idénticas, totalizando um peso molecular de 350 kDa, cada
subunidade tem um polipeptideo acido associado a um bésico
por ligacoes dissulfeto e ligacdes de hidrogénio (GARCIA et al,,
1997; LIU, 1997; SATHE et al.,, 1987). Uma banda de menor
intensidade foi verificada ao redor de 15 kDa, nas quatro amos-
tras, provavelmente seria uma subunidade da glicinina, a qual
também foi verificada por Riblett et al. (2001) quando avaliaram
as fragdes 7 e 118, separadamente, e esta fragao foi revelada so-
mente nas corridas de glicinina, com baixa intensidade. Devido
a diferencas na composi¢éo e estrutura, as globulinas 7 e 118
exibem diferencas nas caracteristicas nutricionais e funcionais:
todas as subunidades da B-conglicinina sdo glicoproteinas, con-
tendo 4 a 5% de carboidratos, e somente uma pequena por¢ao
de glicinina é glicosilada; a 11S tem 3 a 4 vezes mais metionina
e cisteina do que a 7S e melhor formacédo de gel, enquanto que
a 7S tem melhor capacidade emulsificante (LIU, 1997).

A farinha desengordurada é o primeiro produto sélido apds
aretirada do 6leo, portanto rico em proteinas, e o concentrado
protéico é produzido com as proteinas soltuveis da soja, prin-
cipalmente B-conglicinina e glicinina. As fibras de cotilédones
de soja sdo ricas em carboidratos, mas o segundo componente
é a proteina (28%). Nas fibras foi verificada uma fragdo rema-
nescente de 7 e 11S, que devido aos varios processos sofridos
podem ter tido a solubilidade diminuida, permanecendo na
fragdo insoluvel. Estas proteinas podem néo ter sido totalmente
solubilizadas no processo de obtengido do isolado protéico, pois
a solubiliza¢do ocorreu em pH 7-10 e a precipitacdo em pH
4,5, e segundo Liu (1997) o pH utilizado para a solubiliza¢do é
6,4 (11S) e 6,2 (7S) e a precipitagdo de 90% da fragdo 11S ocorre
em pH 5,5, enquanto que em pH 4,5 a precipitagdo é constituida
de70% da 7S e 30% da 11S. Devido a presenca destas proteinas,
as fibras de cotilédones tiveram maior solubilidade em pH 6 e
7, original 7,7% e micronizada 10,6%, quando o efeito do pH
na solubilidade protéica foi avaliado.

A eletroforese das proteinas das fibras também mostrou
bandas com peso molecular préximo aos 30 kDa, que provavel-
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Figura 4. Eletroforese dos ingredientes alimentares derivados de soja.
1) padrao; 2) concentrado protéico; 3) farinha desengordurada; 4) fibra
alimentar original; e 5) fibra alimentar micronizada.

mente sdo glicoproteinas de parede celular ricas em hidroxipro-
lina e extensinas. Segundo Kleis-San Francisco e Tierney (1990),
estas proteinas tém peso molecular de 30 a 33 kDa e tém a mes-
ma quantidade de hidroxiprolina e prolina. Averyhart-Fullard,
Datta e Marcus (1988) avaliaram proteinas de parede celular de
soja ricas em hidroxiprolina pela constitui¢do de aminoacidos,
20% destas proteinas eram hidroxiprolina e 20% eram prolina,
além de aminoacidos,,estas proteinas sdo ricas em serina, his-
tidina e valina. A hidroxiprolina dos ingredientes alimentares
foi quantificada, as amostras de fibras de cotilédones tiveram
quantidades superiores (original 381,9 lg.g™' e micronizada
359,3 ug.g™') as amostras protéicas (concentrado 218,2 pg.g™!
e farinha 191,5 pg.g™), mesmo tendo menores quantidades
de proteinas, média de 28% nas fibras e 72% nos ingredientes
protéicos. Estes resultados confirmam a presencga de proteinas
de parede celular e indicam que estas macromoléculas perma-
necem associadas aos outros compostos de parede celular. As
extensinas sdo os componentes majoritarios da parede celular
primdria, podendo conter 40% de hidroxiprolina, que esta
associada com arabinose na parede celular da soja. Durante o
desenvolvimento do grao de soja, a maioria das extensinas (30%)
pode ser extraida por solugdes salinas, no entanto, quando o
grao é dessecado estas proteinas tornam-se insolaveis devido
a mudangas irreversiveis na conformagio da parede durante a
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secagem (CASSAB; VARNER, 1988; WALDRON; PARKER;
SMITH, 2003).

4 Conclusdes

Os dois compostos majoritarios da fibra de cotilédones de
soja foram caracterizados. A maior fracdo de carboidratos ¢ a
hemicelulose. Com a constitui¢do dos monossacarideos das fra-
¢oes houve a distingao de dois grupos: 1) celulose; e 2) pectina e
hemiceluloses, sendo galactose, glicose e arabinose/ramnose os
principais componentes das amostras. A maioria das proteinas
da farinha desengordurada de soja foi extraida em solucéo sali-
na, ja a solu¢do alcalina extraiu a maior quantidade de proteinas
do concentrado protéico e das fibras de cotilédones. Na eletro-
forese dos quatro ingredientes alimentares derivados de soja foi
constatada a presenca das proteinas majoritrias 3-conglicinina
e glicinina, além de bandas com peso molecular préximo aos
30 kDa nas fibras dos cotilédones, sendo provavelmente glico-
proteinas de parede celular, ricas em hidroxiprolina.
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