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RESUMO

A soja apresenta componentes de elevada qualidade nutricional, considerada um alimento
funcional devido & presenca de compostos bioativos com potencial benéfico a saude. E
utilizada no desenvolvimento de novos produtos, principalmente a partir do extrato aquoso,
porém possui compostos considerados antinutricionais, como os inibidores de proteases que
dificultam sua utilizacdo. O processo de germinacdo pode alterar o perfil de componentes dos
grédos de soja, assim objetivou-se verificar o efeito da germinacdo nos graos de soja por um
periodo total de 200h e seus reflexos no extrato aquoso. Os gréos de soja foram germinados
em ciclos claro/escuro de 12/12h, e a cada periodo de 24h amostras foram coletadas e extratos
aquosos foram elaborados para analise dos compostos. As amostras foram avaliadas nos
seguintes aspectos: teor de proteinas, inibicdo da atividade de tripsina, digestibilidade proteica
in vitro, teor de compostos fenolicos, flavonoides e potencial antioxidante. Os teores de
proteinas apresentaram aumento com 0 processo de germinacdo. Considerando-se todo o
material proteico solUvel das amostras, a digestibilidade proteica in vitro apresentou reducdo
nos valores para 0s tempos iniciais da germinacdo, mas a partir do tempo 104h a
digestibilidade é apontada como superior ao tempo Oh. Para a atividade de inibicdo de
tripsina, embora ndo se tenha conseguido resultados de uma redugéo crescente e significativa,
todos os tempos apresentaram reducdo na atividade de inibicdo de tripsina. Os teores de
compostos fendlicos totais e flavondides totais tiveram seus teores aumentados durante o
periodo de germinacdo. O potencial antioxidante também apresentou melhora durante o
periodo de germinacdo. O rendimento nas extracfes dos compostos analisados demonstrou
eficiéncia, com altos teores obtidos na primeira extracdo. O processo de germina¢do mostrou-
se capaz de promover alteragdes na composicdo quimica dos graos e esses reflexos foram
observados nos extratos aquosos.Os resultados apresentam base para estudos futuros,
objetivando o melhoramento e inovacdo de produtos alimentares obtidos a partir de extrato
aquoso de soja germinada.

Palavras Chaves: Soja, Germinagdo, Extrato Aquoso, Antioxidantes, Proteinas.



ABSTRACT

The soybean has components with high nutritional quality and it is considered a functional
food, by the presence of bioactive compounds with potential benefits to the health. It is used
in the development of new products, mainly from the aqueous extract, however it has an anti-
nutritional compounds, such as inhibitors of proteases that hamper its use. The germination
process can alter the profile of components of the soybean grains,in this way, this study
aimed to verify the effect of germination in the soybean grains for a total period of 200-
hoursand their consequences on the aqueous extract. The soybean grains were germinated in
light / dark cycles of 12 / 12-hours. In periods of24-hours, samples were collected and
aqueous extracts were elaborated for analysis of the compounds. The samples were evaluated
in the following aspects: Protein content, inhibition of trypsin activity, in vitro protein
digestibility, phenolic compounds content, flavonoids and antioxidant potential. The protein
contents increased with the germination process.Considering all the soluble protein material
of the samples, the protein digestibility in vitro presented reduction in the values for the initial
times of the germination, but from the time 104h the digestibility was superior than the time
0-hour.Related to the trypsin inhibition activity, the results did not show increasing and
significant reduction, all the periods showed a reduction in trypsin inhibition activity. The
contents of total phenolic compounds and total flavonoids had their contents increased during
the germination period. The antioxidant potential also improved during the germination
period. It was possible to infer an increase in the content of the analysed compounds, the yield
in the extractions of the analysed compounds demonstrated efficiency, with high contents
obtained in the first extraction. The germination process was able to promote changes in the
chemical composition of the grains and these consequences were observed in the aqueous
extracts.The results can be a base for future studies, aiming the improvement and innovation

of food products obtained from aqueous soybean extract germinated.

Keywords: Soybean, Germination, Aqueous Extract, Antioxidant, Proteins.
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1 INTRODUCAO

O consumo de soja e de seus derivados vem se intensificando nos ultimos anos,
segundo o boletim indicador do agronegécio e da inddstria de alimentos emitido
periodicamente pelo Departamento do Agronegocio da Federacdo das Industrias de Sdo Paulo
(Fiesp-Deagro).A respeito da Safra Mundial de Soja, para a safra 2017/2018, o consumo
mundial da oleaginosa deve ser recorde (FIESP, 2017).

E considerada alimento funcional em funcdo de suas caracteristicas fisico-quimicas
que englobam compostos bioativos tais como as isoflavonas, compostos fendlicos, inibidores
de proteases, saponina (D’ARCE, 2006) bem como pelo seu potencial antioxidante e
anticancerigeno (EMPSON, LABUZA, GRAF, 1991).

O organismo humano estd exposto constantemente a acdo dos radicais livres
responsaveis pela oxidacdo das moléculas. Presume-se que a ingestdo de compostos
antioxidantes execute importante papel na preservacdo desse processo (FRITZ et al., 2003).

Dentre os compostos bioativos conhecidos presentes na soja estdo 0s compostos
fendlicos, os flavonodides, as isoflavonas (ora conhecidas como fitoestrogénicos, isto €,
estruturas similares ao hormonio estrdgeno). O uso potencial de compostos bioativos
naturalmente presentes nos alimentos na prevencdo de doencas tem atraido tanto a
comunidade cientifica quanto a industria de alimentos, alavancando o desenvolvimento dos
alimentos conhecidos como “funcionais”’(BARBOSA et al., 20006).

De acordo com a portaria n® 398 de 1999 da Secretaria de Vigilancia Sanitaria do
Ministério da Saude, alimento funcional é

todo aquele alimento ou ingrediente que, além das fun¢des nutricionais basicas,
quando consumido na dieta usual, produz efeitos metabdlicos e/ou fisioldgicos
benéficos a salde, devendo ser seguro para 0 consumo, sem supervisdo medica
(BRASIL, p. 3, 1999; DUARTE, p. 10, 2006).

Com o intuito de agregar maior valor nutricional & alimentacdo humana, diversos
produtos derivados de soja tém sido ofertados,como exemplo a proteina de sojae também o
extrato hidrossoluvel, rico em proteinas e compostos bioativos com potencial benéfico para a
salde, bem como todo produto de origem vegetal que ndo possua lactose, apresentando baixo
teor de gorduras e carboidratos. O extrato é base para processamento de tofu (“queijo”),
“logurtes”, sorvetes e bebidas naturais e/ou adicionadas de frutas (MUNHOZ et al, 2010;
SERRAZANETTI et al, 2013).
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Apesar de seu alto valor nutricional, a soja e seus derivados ndo possuem sabor
fortemente apreciado pelos consumidores em funcdo das alteracGes sensoriais de sabor e
aroma caracteristicos da acdo da enzima lipoxigenase, além de possuirem alguns fatores
antinutricionais que interferem na absorcdo de outros compostos de interesse nutricional
(SATHE, SALUNKE, 1984).

Diante disso, pesquisas e novos processos de beneficiamento tém sido desenvolvidos
objetivando melhorar a aceitacdo sensorial da soja e de seus derivados, bem como a reducgéo
dos antinutrientes. Entre os exemplos, encontra-se a selecdo genética da cultivar BRS-257,na
qual ocorre a retirada da lipoxigenase e também o emprego de processos térmicos
diferenciados com a finalidade de diminuir a temperatura ao minimo possivel para preservar
0s nutrientes e inativar compostos nutricionalmente indesejéaveis (BELEIA et al, 1990;
BENASSI, VAREA, PRUDENCIO, 2012; GU et al, 2017).0u ainda, promover a germinacao
do gréo, na qual o processo tem demonstrado reduzir os fatores antinutricionais, aumentar a
disponibilidade dos compostos bioativos e fibras, melhorar a relagdo da qualidade das
proteinas e também sua digestibilidade (LABOURIAU, 1983).

O processo de germinacdo promove mudancas bioquimicas no grao de soja, no qual as
sementes saem do estagio de laténcia quando sdo ofertadas condi¢des para o seu crescimento
e desenvolvimento, como &gua, temperatura e nutrientes (SANGRONIS,MACHADO, 2007).
Essas mudancgas proporcionam a elevagdo do valor nutritivo em virtude da melhoria da
digestibilidade proteica (RIBEIRO, 2006) e degradacdo ou formacdo de novos compostos, em
formas de melhor utilizacdo tanto para a planta quando para o consumo humano, além desse
processo promover um aumento do potencial antioxidante (VERNAZA et al, 2012).

Diante das expectativas positivas apontadas em diversas pesquisas com respeito a
resultados de melhorias em fungdo do processo de germinacao de grdos de soja, alteracdes em
sua composicdo e reflexos na qualidade do extrato aquoso, esse estudo objetivou verificar e

quantificar alguns pardmetros de interesse cientifico na area a titulo de contribuicéo.

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivos Gerais

Este estudo tem como seu objetivo geral verificar a relagdo entre o desenvolvimento

do processo de germinacdo de graos de soja e as alteragcbes em sua composicdo e reflexos
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destas modificacGes na qualidade de um produto elaborado a partir destes gréos, o extrato

aquoso de soja.

2.2 Objetivos Especificos

- Elaborar extratos aquosos de soja a partir de grdos germinados em diferentes tempos:
Oh, 8h, 32h, 56h, 80h, 104h e 200h;

- Verificar as modificaces nas composi¢des quimicas dos extratos aquosos ao longo
do processo de germinacdo, através das determinacdes de proteinas, atividade de inibicdo de
tripsina, digestibilidade proteica, teor de fenolicos totais e flavonoides, e atividade
antioxidante;

- Estabelecer as relagdes entre as modificacbes no processo de germinagdo dos gréos
como reflexos no extrato aquoso;

- Verificar a possibilidade de melhoria do extrato aquoso através da inclusdo de etapa

de germinacéo dos graos nas melhores condic¢des acima verificadas.

3 REFERENCIAL TEORICO.

3.1 A Soja

Entre os produtos agricolas que alimentam a populacdo mundial, a soja vem
apresentando extraordinaria expansdo e ocupando uma posicdo de destaque. A plantacdo,
crescimento e colheita de soja apresenta alta produtividade, variabilidade genética e uma facil
adaptacdo em quase todas as regides do mundo. No Brasil, o cultivo teve inicio em 1908,
pelos japoneses no estado de Sdo Paulo, e ampliada por todo o pais através do crescimento
econdmico acelerado da época. Em 1970 a agricultura passou por diversas transformacdes,
dentre as quais a mecanizacgéo da lavoura, e o Brasilalcancou o ranking de 2° maior produtor
mundial de soja, mantendo-se nessa posicao até os dias atuais na safra de 2017 (FIESP, 2017).
Além da variabilidade entre as cultivares, a soja tem como diferencial o alto valor nutricional
e funcional, o que permite sua utilizacdo em inUmeros processos industriais (ROSSI, ROSSI,
2010).

Por ser considerada alimento funcional de acordo com Brasil, (2008), ou seja,
apresentar beneficios a salde além de nutrir, 0 consumo de soja criou consideravel
expectativa na comunidade dietética e nutricional, isto porque esta leguminosa apresenta alto

valor nutricional com sua rica composi¢do que inclui 6leo, vitaminas e alguns sais minerais
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como célcio e ferro, contendo mais de 34% de proteina, além de ser fonte de antioxidantes
como as isoflavonas (SOUCI, FACHMANN, KRAUT, 1994).

As proteinas da soja representam aproximadamente 40% da composicdo do grdo
(BAVIA et al, 2012), constituidas por aminoacidos essenciais, enzimas biologicamente ativas,
inibidores de proteases, globulinas, enzimas [-amilase e lipoxigenase, hemaglutinina e
glicina. Essas proteinas tém propriedades funcionais tecnoldgicas como capacidade de formar
géis e emulsdes, solubilidade facilitada no organismo e reducdo dos niveis de colesterol
devido a alta proporcédo de arginina/lisina, que pode levar a reducdo da secrecdo de insulina e
glucagon, inibindo a lipogénese (HERMAN, 2005; MANION, CORREDIG, 2006). Podem
ser classificadas de acordo com sua fungdo bioldgica na planta, como as que possuem
atividade celular fazendo parte das rotas metabolicas ou de reserva, funcionando como fonte
de nitrogénio e carbono para o seu desenvolvimento. Podem ainda ser divididas por sua
solubilidade em albuminas que sdo as fracfes sollveis em agua e as globulinas que séo
soltveis em solugdes fracamente salinas (LIU, 1999).

Representando 20% da composicdo dos grdos de soja (BAVIA et al, 2012), os lipideos
sdo constituidos por &cidos graxos saturados (15%) e &cidos graxos insaturados (85%),
destacando-se o acido linoleico e linolénico, considerados essenciais (MORAIS, SILVA,
1996).

Os carboidratos, compondo 30% da composicédo total do grdo (BAVIA et al, 2012),
sdo representados pelas fragbes sollveis (sacarose, rafinose e estaquiose) e pelas fracdes
insoltveis (celulose, hemicelulose e pectina) — estas correspondem as fibras que integram 5%
da composicao do grdo (BAVIA et al, 2012; L1U, 1999).

Além dos macronutrientes, a soja contém micronutrientes que representam
aproximadamente 5% da composi¢do do grdo (BAVIA et al, 2012), considerados benéficos a
salde(como os compostos fenolicos), sendo considerados fitoestrégenos por apresentarem
estrutura semelhante aos hormonios estrogénicos, podendo atuar de forma semelhante
atenuando os sintomas da menopausa. Estudos relatam que o consumo de produtos a base de
soja reduziu a concentracdo sérica de colesterol e triglicerideos, auxiliando na prevengdo de
doencas cronico-degenerativas, alguns tipos de canceres e osteoporose (HELFERICH, 1996;
BOWLES, DEMIATE, 2006; PAULETTO, FOGACA, 2012).

Embora comprovadamente um alimento que garante bom teor de nutrientes e
compostos benéficos, a soja e seus derivados ndo possuem alta aceitabilidade devido aos seus
sabores pouco apreciados sensorialmente, oriundos da acdo da enzima lipoxigenase
(BORDINGNON, MANDARINO, 1994). Outro fator que torna limitante 0 consumo desse
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grdo na alimentagdo sdo 0s compostos que eles possuem para sua propria defesa, como 0s
fendlicos e flavondides, bem como os fatores antinutricionais, que podem interferir no
aproveitamento de suas proteinas e demais nutrientes (LIENER, 1981). Entretanto, ndo ¢
interessante que esses compostos, como os fenolicos, por exemplo, sejam totalmente retirados
devido as suas propriedades benéficas a saide (MA et al, 2015).

Os inibidores de proteases, um dos fatores antinutricionais presentes na soja, Sao
compostos proteicos que se complexam com a tripsina, quimotripsina e carboxipeptidase
(enzimas proteoliticas pancredticas), impedindo a atuacdo das mesmas, prejudicando a
digestdo das proteinas e a absor¢do dos aminoacidos (XAVIER FILHO, CAMPQOS, 1989;
SILVA, SILVA, 2000), além de causarem hipertrofia de pancreas — ja que o mesmo funciona
ininterruptamente. Esses inibidores atuam sobre todas as enzimas proteoliticas, porém a mais
afetada € a tripsina, que podem ser do tipo Bowman-Birk (BBI) e Kunitz (KTI). Os inibidores
de Kunitz apresentam 181 aminoé&cidos especificos para a tripsina, j& os de Bowman-Birk
apresentam 71 aminodcidos especificos com sitios de ligacGes independentes para inibir a
acao da tripsina e quimotripsina (CARVALHO, 2006; LIENER, 1994).

Para melhorar a qualidade da soja e torna-la aceitavel, ha necessidade de remover ou
inativar esses fatores indesejaveis. A modificacdo genética dos grdos é uma alternativa viavel
para essa finalidade, porém envolve longa demanda de tempo sobre a natureza quimica e
bioguimica desses compostos, além das consequéncias agrondmicas como rendimento, solo, e
resisténcia a pragas. A moagem, hidratacdo, cozimento, branqueamento, fermentacdo e
germinacdo seriam outras formas de reduzir esses compostos indesejaveis (BELEIA, IDA,
LETHI, 1990; SATHE, SALUNKHE, 1984; DA SILVA, CARRAO-PANIZZI,
PRUDENCIO, 2009; BENASSI, VAREA, PRUDENCIO, 2012).

A cultivar de soja BRS 257, selecionada geneticamente, apresenta caracteristicas
especiais quanto a reacdo a doencas, sendo resistente a uma parte consideravel de pragas e
fungos como o cancro da haste e 0 mosaico; ndo apresenta a enzima lipoxigenase, que €
responsavel pelo sabor desagradavel; e apresenta composi¢do centesimal semelhante a outras
cultivares, sendo assim a escolha para o desenvolvimento desse estudo (EMBRAPA, 2013).

Observa-se entdo que a melhoria da qualidade nutricional da soja, pode ser feita de
diversas maneiras, conjugadas ou isoladas: a germinacéo do gréo € um processo biolégico no
qual ocorrem diversas mudancas, proporcionando aumento no valor nutritivo, a melhoria na
digestibilidade proteica, a reducdo de fatores antinutricionais e 0 aumento da
biodisponibilidade de vitaminas e minerais. Com isso, associar grdos selecionados

geneticamente, como a cultivar BRS 257, através do processo de germinacdo, pode
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proporcionar uma melhora significativa na qualidade e na aceitagdo dos produtos elaborados a

partir desse gréo.

3.2 O Extrato HidrossolGvel

O extrato hidrossoluvel de soja, ou o popularmente conhecido “leite” de soja, vem
ganhando destaque principalmente pela sua qualidade nutricional e no consumo por pessoas
que buscam uma alimentagdo saudavel e prética que possuem restricdes alimentares. E um
produto obtido da emulsdo aquosa resultante da hidratacdo dos grdos limpos de soja, seguido
de processamento tecnoldgico adequado, adicionando ou ndo ingredientes opcionais, podendo
ser submetido a desidratacdo, parcial ou total (BRASIL, 1978).Segundo oNational Institute of
Diabetes and Digestive and Kidney Diseases (U.S.), cerca de 75% da populacdo mundial é
intolerante a lactose e, no entanto, ao considerar apenas a quantidade de proteinas, essa
substituicdo seria perfeita, porém, o teor de calcio no extrato é deficiente, sendo o leite de
vaca a principal fonte desse mineral (LIMA, CARDOSO; 2012).

Visando tornar o extrato de soja cada vez mais atrativo aos consumidores, novas
tecnologias tém sido empregadas para melhorar as suas caracteristicas sensoriais e
nutricionais (MARIN, 2014; ULIANA, VENTURINI FILHO, 2010). Segundo a Embrapa
(2013), cada 100mL do extrato de soja é composto por aproximadamente 2,5% de
carboidratos, 3,4% de proteinas, 2,3% de lipideos, 40mg de célcio, 105mg de potassio, 1,2mg
de ferro, 40mg de vitamina B1 e 120mg de vitamina B2.

O extrato de soja pode apresentar-se de diversas formas: tradicional, aromatizado,
suplementado com vitaminas e minerais como o célcio (que é deficiente na soja, mas podendo
ser adicionado ao produto através dos processos de industrializacdo). A adicdo de vitaminas e
minerais melhora o seu valor nutricional, e a adicdo de sabores melhora sua aceitagdo no
paladar dos consumidores (HE, CHEN; 2013), além de ser matéria prima para 0
processamento de outros produtos como o tofu, sorvetes, produtos fermentados, doces e
outros.

Tradicionalmente, seu processamento abrange as etapas de maceracdo, seguida de
drenagem, moagem com adicdo de agua e filtracdo para separar o liquido do subproduto
conhecido como okara— a substancia obtida pode ser utilizada de vérias formas:liquida,
desidratada, parcialmente desidratada ou destinadaa matéria prima para elaboracdo de outros
produtos (BRANCO et al. 2007).
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InovagOes mais recentes tém se concentrado em produzir o extrato aquoso funcional,
que é considerado o extrato aquoso de soja que contém maior teor de compostos bioativos que
podem ajudar a melhorar a satde ou reduzir risco de doencas. A soja, matéria prima para o
extrato aquoso, contém muitos compostos benéficos para a saude, assim como outros que
interferem no aproveitamento desses compostos benéficos, de forma que a modificacdo dos
métodos de processamento dos grédos pode ser uma maneira eficaz de melhorar o teor dos
componentes bioativos que promovem a salde e/ou reduzir compostos indesejaveis, como
forma de apoiar o desenvolvimento funcional de produtos derivados da soja (JIANG, CAl,
XU, 2013).

O aquecimento, durante o processamento da soja, destroi consideravelmente a maioria
dos fatores antinutricionais do extrato aquosoe melhora a digestibilidade das proteinas.
Contudo, compostos como o &cido fitico, que interferem na disponibilidade de célcio, ndo sédo
reduzidos efetivamente. Ao mesmo tempo, 0 aquecimento excessivo pode causar danos aos
amino&cidos e perda do valor nutricional (JIANG, CAI, XU, 2013).

3.3 Inibidores de Proteases

Sdo chamados inibidores de proteasesas substancias de natureza proteica que
interferem na acdo de enzimas que hidrolisam as ligacdes peptidicas no trato digestorio,
resultando em reducdo da digestdo proteica (PAULA, 2006). Encontrados nos alimentos de
origem vegetal com maior frequéncia,sua funcdo é proteger a planta contra predacdo de
insetos.Os que mais se destacam sdo os inibidores de enzimas proteoliticas (tripsina e
quimotripsina) e aminolitica (a-amilase) (RAMIREZ-CARDENAS; LEONEL; COSTA,
2008).

Os inibidores de proteases presentes na soja podem ser diferenciados por seu peso
molecular:os inibidores de alto peso molecular apresentam duas pontes dissulfeto, 181
residuos de aminoacidos e especificidade para a tripsina; ja os inibidores de baixo peso
molecular apresentam alta propor¢do de ligacdes dissulfeto, 71 residuos de aminoacidos e
capacidade para inibir tripsina e quimotripsina em sitios de ligacfes independentes, Kunitz e
Bowman-Birk, respectivamente (SACCO, 2001). Os inibidores de Bowman-Birk sdo mais
estaveis termicamente as variagfes de pH do que os do tipo Kunitz, tornando sua inativagdo
mais dificil, porém cerca de 80% da inibicao de atividade de proteases € causada pela acdo do
inibidor de tripsina Kunitz (MONTEIRO et al., 2004).
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Dentre os efeitos nocivos dos inibidores de proteases no homem, o mais preocupante
refere-se as alteracGes pancreaticas relacionadas diretamente com os inibidores de tripsina, ja
que esses blogueiam a acdo da tripsina resultando em aumento excessivo da concentracao
plasmatica de colecistoquinina, e desta forma o pancreas é continuamente estimulado a liberar
mais enzima, provocando hipertrofia pancreatica (PAULA, 2006).

Tratamentos térmicos sdo efecientes na redugdo ou inativacdo dos inibidores de
proteases, porém podem gerar perdas de nutrientes, principalmente de vitaminas e
aminoacidos, com isso busca-se alternativas para reduzir esses inibidores e diminuir as perdas
de compostos importantes (RAMIREZ-CARDENAS; LEONEL; COSTA, 2008).

3.4 Digestibilidade Proteica in vitro

A digestdo das proteinas inicia-se pela boca, onde o alimento (por acdo mecénica da
mastigacdo)é quebrado, misturado asaliva e deglutido. No estbmago o suco gastrico, contendo
acido cloridrico, desnatura as proteinas tornando-as mais susceptiveis a hidrolise por
proteases,e a pepsina quebra as ligagdes peptidicas reduzindo o tamanho da proteina. No
intestino delgado, o suco pancredtico promove a hidrolise dos peptideos liberando
aminoéacidos livres para serem absorvidos pelo organismo.As fracGes ndo digeridas passam a
funcionar como fibras ou séo degradadas por microrganismos presentes no intestino grosso
(COUTINHO, MENDES, ROGERO, 2007).

A hidrolise dessas proteinas € expressa em porcentagem, sendo o valor nutricional
determinado por sua digestibilidade, isto €, conteddo de aminoacidos essenciais e a
disponibilidade dos mesmos. A digestibilidade proteica é influenciada por fatores como:
presenca de compostos fendlicos, inibidores de proteina, e tipo de tratamento térmico
empregado (CARBONATO et al., 2000).

Buscando entender os mecanismos da digestibilidade proteica, estudos envolvendo a
digestibilidade in vivo utilizam animais, normalmente ratos ou camundongos, selecionados
em grupos com semelhanca de peso, género, idade e tipo de dieta, com o objetivo de simular
0 processo digestivo que ocorre nos humanos.

Em contrapartida, estudos envolvendo a digestibilidade in vitro, visam simular as
condigdes existentes no trato digestivo humano ao utilizar associa¢cdes enzimaticas para
determinar a taxa de hidrolise (KUBOTA et al., 2010; MARUATONA, DUODU,
MINNAAR, 2010).
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3.5 Compostos Fendlicos

Os metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas para sua defesa em condicdes de
estresse sdo chamados de compostos fendlicos. Sdo formados a partir dos aminoacidos
fenilalanina e tirosina, e contém em sua estrutura quimica anéis aromaticos com um ou mais
grupos hidroxilas substituintes. S&o conhecidos como fendis simples, acidos fendlicos,
cumarinas, flavonoides, estilbenos, taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas,
sendo os responsaveis nos alimentos por contribuir com o amargor, adstringéncia, cor, sabor e
odor (NACZK, SHAHIDI, 2004).

Amplamente conhecidos por seu potencial antioxidante, capazes de reduzir danos
oxidativos nas células causados pelos radicais livres em desequilibrio, os compostos fenolicos
atuam na fase terminal da reacdo em cadeia, doando hidrogénios ou elétrons aos radicais
livres, convertendo-os em produtos mais estaveis (MADHAVI, DESHPANDE, SALUNHE,
1995). Além da atividade antioxidante, os compostos fendlicos podem atuar como quelantes
metalicos, impedindo sua acdo catalisadora e decompondo produtos primarios da oxidacao
(NACZK, SHAHIDI, 2004).

O teor de compostos fendlicos na soja € varidvel: ao utilizar diferentes solventes Xu e
Chang (2007), encontraram na soja preta uma variacdo de 3,73 a 6,18mg equivalente em
acido galico (EAG) /g, enquanto a soja amarela apresentou teores entre 2,27 e 2,62mg EAG/qg.
Xu e Chang (2008) avaliaram a perda desses compostos durante 0 processamento e
verificaram que em ervilhas, grdo de bico e lentilha, o cozimento gerava uma perda de 40-
68% dos compostos fendlicos. Martinez et al (2011)determinou em seus estudos para a

cultivar de soja M. Soyrr um teor de 1,689mg/g de compostos fenolicos.

3.6 Flavonoides

Os flavonoides sdo compostos fenolicos formados a partir dos aminoacidos aromaticos
fenilalanina e tirosina e o &nion malonato, classificados pelo nivel de oxidagdo e o grau de
substituicdo do anel central, representados expressivamente pelas flavononas, flavonas,
isoflavonas, flavonois e antocianidinas. Por apresentarem cores atrativas, as antocianidinas
sinalizam visualmente para a polinizagdo dos insetos, ja os flavonois conferem adstringéncia,
representando o sistema de defesa das plantas. Os flavonoides agem como catalisadores na

fotossintese ou como reguladores do ferro na fosforilagdo (PIETTA, 2000). Xu e Chang
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(2007), ao utilizarem diversos solventes, encontraram teores de flavonoides na soja preta de
0,72 a 2,57mg de equivalentes de catequina (EC) /g e de 0,25 a 0,50mg EC/g na soja amarela.

Os flavonoides tém como habilidade de destaque sequestrar os radicais livres que,
guando gerados em excesso, podem ocasionar danos as biomoléculas, desencadeando varias
doengas — uma delas o desenvolvimento de aterosclerose e doencas coronarianas(CLARKSON,
ANTHONY, HUGHES, 1995). A acdo antioxidante dos flavonoides ocorre pela doagdo de
elétrons das hidroxilas livres presentes no nucleo com a formacdo de um radical menos
reativo, e posteriormente envolve a quebra da mesma ligacdo da hidroxila (MALASEYV,
KUNTIC, 2007).

Como sequestrantes, os flavonoides atuam no estado inicial da cadeia, sequestrando as
hidroxilas, e na fase terminal da reacdo em cadeia agem através da doacdo de atomos de
hidrogénio para o radical peroxil. Como quelantes, interagem com os metais impedindo
reacOes com o oxigénio (COOK, SAMMAN, 1996).

As isoflavonas sdo compostos fendlicos representados principalmente pela classe dos
flavonoides, naturalmente encontrados em algumas plantas e conhecidas como
“fitoestrogénios”. Suas estruturas sdo similares ao horménio estrogénio, ligando-se aos
receptores de estrogénio (PASCUAL-TERESA et al., 2006). Algumas isoflavonas (genistina,
daidzina e glicitina) sdo encontradas apenas na soja, sendo consideradas antioxidantes
naturais (FERRARI,DEMIATE, 2001). O teor de isoflavonas na soja é influenciado pelas
caracteristicas genéticas, além dos fatores ambientais e estes compostos também se
relacionam com a adstringéncia presente no grao.

O consumo de produtos a base de soja tem aumentado nos Gltimos anos, sendo uma
alternativa para auxiliar na reposicdo hormonal devido a sua atividade estrogénica e presenca
de poucos efeitos colaterais (KURZER, 2000). Acredita-se que as isoflavonas tenham uma
acao potencial no auxilio a prevencdo de algumas doencas crénicas (IZUMI et al., 1997),
como céancer relacionado aos problemas hormonais (ADLERCREUTZ et al.,, 1991),
osteoporose (KNIGHT, EDEN, 1996), disfuncdes cardiovasculares
(CLARKSON,ANTHONY, HUGHES, 1995), cancer de célon (WATANABE, KOESSEL,
1993), cancer de prostata (SEVERSON et al., 1989) e diminuicdo dos sintomas ligados a
menopausa (ANDERSON et al., 1999; KURZER, 2000). Sagara et al. (2010) estudaram o uso
de isoflavonas por individuos com cancer de prostata, obtendo resultados positivos em termos
de prevencao e de tratamento.

Por encontrarem-se predominantemente conjugadas com acucares, as isoflavonas tem

sua absorcdo prejudicada, devido as formas glicosidicas (daidzina, glicitina e genistina)
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possuirem alto peso molecular e serem altamente hidrofilicas. As agliconas (genisteina,
gliciteina e daidzeina), que sdo as formas livres das moléculas de agUcar, sdo capazes de
atravessar a membrana plasmatica, com isso as formas glicosidicas precisam ser hidrolisadas
para tornarem-se biodisponiveis (PASCUAL-TERESA, 2006). A conversdo das demais
formas de isoflavonas em agliconas é favorecida pelo processo de fermentacdo e, portanto,
sdo encontradas em maior concentracdo nos alimentos fermentados derivados da soja
(CARRAO-PANIZZI et al., 2013; COWARD et al., 1998).

Uma outra forma que vem sendo muito estudada para aumentar o teor de isoflavonas
na soja e seus derivados é o processo de germinacgdo, onde 0s grdos sdo tratados e germinados
em condigdes controladas e observa-se que o aumento de compostos benéficos e diminuigéo
de antinutrientes é significativo (ZIELINSKI et al., 2000).

3.7 Antioxidantes

Sdo considerados antioxidantes substancias capazes de retardar, impedir ou eliminar
danos oxidativos nas moléculas, controlando os niveis de radicais livres (HALLIWELL,
GUTTERRIDGE, 2007).

Os radicais livres sdo moléculas instaveis, formadas durante a utilizacdo do oxigénio
pelo organismo, que podem iniciar uma reagcdo em cadeia produzindo cada vez mais radicais
livres. O papel do antioxidante é interagir e estabilizar as espécies reativas, doando elétrons
ou transferindo hidrogénios para os radicais livres, sem comprometer a estabilidade de suas
moléculas (BARBOSA et al., 2006).

Diversos sdo 0s mecanismos de acdo dos antioxidantes, tais como a capacidade de
impedir a formagdo de radicais livres atraves da inibigdo de reacGes em cadeia com o ferro e 0
cobre. Sdo capazes de interceptar os radicais livres gerados pelo metabolismo celular,
evitando formacdo de lesGes e perda da integridade celular. Podem ainda bloquear a
decomposic¢éo dos peroxidos e hidro peroxidos, convertendo-os na forma inativa por acéo de
agentes redutores (POMPELLA, 1997).

Os compostos fenolicos atuam como antioxidantes interagindo com os radicais livres,
sendo consumidos durante a reacdo, porém a eficacia dessa reacdo depende da sua estrutura
quimica e da concentracdo deste composto no alimento, cujo teor é altamente influenciado
por: fatores genéticos; condi¢cbes ambientais; grau de maturacdo; além do processamento do
alimento — ja que os compostos podem ser degradados ou lixiviados (MOREIRA, MANCINI-
FILHO, 2004; NICOLI, ANESE, PARPINEL, 1999).
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Diferentes metodologias s&o utilizadas para caracterizar a capacidade antioxidante de
um alimento, entretanto ndo existe um método universal pelo qual os antioxidantes possam
ser avaliados.Os métodos mais utilizados sdo os que reduzem ou sequestram os radicais livres
DPPH (2,2 difenil-1-picrilhidrazil) e ABTS" (2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfonico)). O teste de reducdo do radical DPPH, que é um radical organico nitrogenado e
estavel, recebe elétrons do antioxidante presente na amostra evitando sua oxida¢do.Com isso
o DPPH, que se comporta como um radical livre, perde sua estabilidade e fica impedido de
causar danos as células. A capacidade antioxidante da amostra é verificada pela % de DPPH
presente na amostra ao final da reagdo (TOMEI, SALVADOR, 2007).

O teste de captura do radical ABTS™, que se comporta como radical livre, doa elétrons
para o antioxidante presente na amostra, com isso perde sua estabilidade e fica impedido de
causar danos as células. A capacidade do antioxidante presente na amostra é analisada pela
capacidade que este tem em decrescer a cor e receber elétrons do radical (KUSKOSKI et al.,
2005).

O método para a avaliacdo do potencial antioxidante em amostras vegetais deve levar
em consideracdo 0s compostos quimicos presentes naturalmente, utilizar uma fonte de radical
relevante biologicamente, ter um mecanismo quimico definido, instrumentacdo disponivel e
adaptavel para ensaios de antioxidantes lipofilicos e hidrofilicos (PRIOR, WU, SCHAICH,
2005).

3.8 A Germinacgéo

A germinacdo de grdos é um processo simples, de baixo custo, e que resulta em um
produto natural que reduz ou até mesmo inativa fatores ditos antinutricionais(como o0s
inibidores de proteases), além de promover o0 aumento de proteinas, amido e a digestibilidade
dos gréos (ROBLES-RAMIREZ, RAMON, MORA-ESCOBEDO, 2011).

Na natureza, as sementes em germinacdo sobrevivem por esse processo causando
mudancas na distribuicdo dos metabolitos secundarios, mobilizacdo de proteinas de reserva
alterando a composicdo do amido e produzindo peptideos de peso molecular intermediéario,
além de aumentar sua resposta defensiva através da biossintese fenodlica, que
consequentemente aumenta o teor desses compostos durante o processo de germinagédo
(RANDHIR, LIN, SHETTY, 2004).

O processo de germinacdo de sementes tem sido proposto para reduzir ou inativar 0s

fatores antinutricionais e melhorar a qualidade da soja. Nesse processo observa-se a redugéo
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dos fitatos, inibidores de tripsina, e aumento de compostos benéficos (LABOURIAU, 1983;
ZIELINSKI et al., 2000). Pesquisas sugerem que 0 processo de germinacdo promove O
aumento de compostos fenolicos com alto potencial antioxidante (GUAJARDO-FLORES,
SERNA-SALDIVAR GUTIERREZ-URIBE, 2013; LIU et al, 2011; PASKO et al, 2009;
LOPEZ-AMOROS, HERNANDEZ, ESTRELLA, 2006).

Durante a germinacgdo, polissacarideos e proteinas armazenados nas sementes Sao
quebrados em moléculas menores, para fornecer energia e sintetizar substratos para as fases
iniciais da germinacdo dos grdos, resultando em um acUmulo de aminoacidos livres,
carboidratos sollveis, além de minerais, vitaminas e fitoquimicos com potencial benéfico para
a saude (LAILA, MURTAZA, 2014). As mudancas no perfil dos compostos durante a
germinacdo foram investigadas por analises convencionais direcionadas, mas pouco se
conseguiu esclarecer sobre as alteracfes metabdlicas (CHEN, CHANG, 2015). Com isso,
andlises de triagem metabolica ndo segmentada de todos os intervalos da germinagdo tém sido
introduzidas utilizando tecnologias de analise de alto rendimento, como ressonancia de
espectrometria nuclear magnética e espectrometria de massa com analise estatistica
multivariada. Estudos recentes de analise metabolica em diferentes alimentos (como grama
preta, feijdo verde e trigo sarraceno, em diferentes condi¢Ges de germinacgéo), sdo estudados
para que se entenda melhor essas mudancas metabdlicas, porém para a soja ainda existem
poucos estudos (GU et al, 2017).

A germinacdo de sementes é uma sequéncia de eventos fisioldgicos que inicia quando
a semente absorve agua, influenciados por fatores internos como dorméncia, inibidores e
promotores da germinagcdo, e também por fatores externos como clima, solo,
temperatura(cada um dos fatores pode atuar por si s6 ou em interacdo com os demais). Do
ponto de vista fisiobioguimico, a germinacdo passa pelas etapas de reidratacdo, aumento da
respiracdo, formacdo de enzimas, quebra, mobilizacdo e transporte de reservas, assimilacéo
metabolica, crescimento e diferenciacdo de tecidos (POPINIGIS, 1985, BEWLEY et al, 2001,
NONOGAKIA, BASSELB, BEWLEY, 2010).

Na etapa de hidratacdo, a &gua penetra nos tecidos embrionarios e de reserva, fazendo
com que o grdo assuma o tamanho que tinha antes do amadurecimento, e também ativa o
metabolismo (BEWLEY, BLACK, 1985; LABORIAU, 1983; NONOGAKIA, BASSELB,
BEWLEY, 2010).

Na etapa de mobilizacdo ou digestdo das reservas, apés 2 ou 3 dias do inicio da
germinacdo, as enzimas que estavam em estado latente quebram as macromoléculas de

carboidratos, proteinas e lipideos em monomoléculas para que o embrido possa absorver,
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liberando moléculas de glicose, glicerol e amino&cidos, e estas vdo para o os ciclos de
glicolise e Krebs. Nesta fase também ocorre a “sintese de novo”, onde a reorganizacdo dos
aminoacidos produz novas enzimas que aceleram o processo de autodigestdo (BEWLEY,
BLACK, 1985; FERREIRA, BORGHETT]I, 2004; LAILA, MURTAZA, 2014).

Na etapa de assimilacdo de nutrientes e crescimento, apds 4 ou 5 dias ap6s o inicio da
germinagdo, o amido quebrado é utilizado na respiracdo para a sintese de novas moléculas e
estruturas celulares, bem como os aminoacidos e acidos graxos.Apos 5 a 7 dias do inicio da
germinacdo a semente ja € um broto com todos os nutrientes acumulados para seu
crescimento (BEWLEY, BLACK, 1985; LABORIAU, 1983). Cada periodo de germinacao
propicia caracteristicas diferenciadas e distintas na composi¢cdo do grdo, sendo necessario
estabelecer uma relacdo dos beneficios com o tempo do processo.

Conhecendo-se essas etapas pode-se observar que a germinacdo dos grdos € uma
alternativa na melhora da qualidade nutricional dos gréos, ja que converte proteinas vegetais
de baixa qualidade em proteinas de melhor disponibilidade, provoca alteragdes nos teores de
vitaminas e compostos bioativos e melhora a digestibilidade, bem como promove a reducéo
dos fatores antinutricionais como os inibidores de proteases (LIMA, 2006).

Quando sementes germinadas foram comparadas com sementes ndo germinadas,
Khole et al (2014) relataram que houve melhora na digestéo de proteinas in vitro, diminuicéo
nos niveis de acidos graxos saturados totais e triglicerideos, melhora na qualidade nutricional,
reducdo do teor de &cido fitico e maior biodisponibilidade de ferro.

Em estudos com sementes de quinoa e amaranto, Pasko et al (2009) observaram que as
sementes germinadas apresentaram aumento nos teores de antioxidantes, como 0S compostos
fendlicos e flavonoides, nos teores de oligoelementos e vitaminas quando comparadas com as
sementes ndo germinadas, os valores de pico nas analises foram atingidos no sexto dia para a
quinoa, e no quarto dia para 0 amaranto.

Em estudos sobre o processo de germinacdo em sementes de gergelim, observou-se
que o teor de compostos fendlicos aumentava conforme a germinacdo progredia. Em estudos
com feijbes pretos, o teor de compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante nos feijoes
germinados foram maiores a partir do terceiro dia de germinagdo (GUAJARDO-FLORES et
al 2013).

A germinagdo de grdos promove o aumentodos niveis de compostos fendlicos e
flavonoides, bem como sua atividade antioxidantepor alterar a composi¢do quimica do gréo,
com isso sementes germinadas comestiveis bem como seus derivados podem ser fontes

valiosas de compostos benéficos e funcionais (PAJAK; et al, 2014).
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4 MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado nos laboratdrios da Universidade Federal de Alfenas/UNIFAL-
MG, especialmente representados pelos laboratérios de “Nutricdo Experimental” e
“Tecnologia de Alimentos”, vinculados a Faculdade de Nutricdo da UNIFAL-MG; pelos
laboratorios de “Bromatologia”, “Bioquimica” ¢ Microbiologia dos Alimentos, vinculados a
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNIFAL-MG; e o laboratério “Biogen”, vinculado
ao Instituto de Ciéncias da Natureza da UNIFAL-MG.

4.1 Material

Para realizagdo do estudo foi utilizada a soja convencional da variedade BRS-257,
livre de lipoxigenase, doada pela empresa Sementes e Alimentos Parana.

4.2 Métodos

4.2.1 Germinacao dos Gréos de Soja.

O procedimento de germinacao da soja foi realizado de acordo com o proposto por Dia
et al (2012) e Brasil (2009), com modificagdes. Os grdos foram selecionados retirando-se
sujidades, lavados em agua corrente filtrada, e posteriormente foram imersos em solucéo de
hipoclorito de sédio 0,07%, por 1 minuto. Apos a drenagem e lavagem com agua destilada, 0s
grdos foram lavados com mais trés aliquotas de agua destilada esterilizada (auto clavada por
15min/115°C).

Ap0s a higienizacdo, os grdos foram submetidos ao processo de hidratagdo por 8h,
primeiro passo do processo de germinacdo segundo Kumari e Chang (2016), sendo mantidos
imersos em agua destilada e esterilizada em quantidade equivalente ao dobro da altura dos
gréos. Apos este periodo de hidratacdo, os grdos foram drenados e uma aliquota foi coletada
para anélises posteriores — tempo 1(8h) do processo de germinagdo. Os grdos restantes foram
dispersos em papéis Germitest de 28 x 38cm, umedecidos com agua destilada e esterilizada,
de forma a conter 25 gréos por folha. O papel foi entdo dobrado de modo a se formarem rolos
que foram acondicionados em bandejas plasticas, cobertas com papel filme plastico de PVC e

perfuradas de modo a manter a umidade e também a respiracdo dos grdos. As bandejas foram
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acondicionadas em camara de germinacdo a 25°C com controle de claro/escuro em ciclos de
12h/12h, por um periodo total de 200h (7 dias). Neste periodo de germinacdo os gréos foram
hidratados por aspersdo com agua destilada e esterilizada, e a cada periodo de 24h de
germinacdoamostras foram coletadas para as analises. Parte das amostras coletadas foram
imediatamente encaminhadas para andlise do teor de umidade,a parte restante sendo pesada e
congelada (-18°C) em frascos proprios para posterior preparo de extratos para as demais

analises.

4.2.2 Determinacdo de Umidade e Solidos Totais

A determinacdo de umidade das amostras foi realizada por gravimetria, considerando-
se 0 teor de volateis totais a 105°C, em estufa com circulacdo de ar forcada, até o peso
constante (AOAC, 1995).A concentracdo de sélidos totais das amostrasfoi calculada por

diferenca a partir da determinacdo gravimétrica de umidade(AOAC, 1995).

4.2.3 Obtencédo dos extratos Aquosos e Etandlicos

A partir dos grdos ndo germinados e germinados, foram preparados oS extratos
aquosos segundo Ciabotti et al (2016) com modificacdes,utilizando-se agua destilada e
esterilizada e extratos etanolicos a partir de solucdo de etanol 80%, considerando-se a
proporcdo de 1:20 (m/v). Os grdos foram triturados em ultraturrax, modelo ultra 80-Ultra
Stirrer, por periodo total de 60 segundos. Apos centrifugacdo a 7.000rpm por 15 minutos a
5°C, os precipitados foram submetidos a duas reextracdes utilizando-se a proporcdo de 1:10
(m/v) para ambos os extratos. Apds filtracdes, os extratos brutos foram reunidos e utilizados

para as demais analises.

4.2.4 Determinacéo de Proteina

O teor de proteinas do gréo foi determinado pelo método de KjeldahL (AOAC, 1995),
utilizando-se o fator 5,71 para amostras de soja e 6,38 para a caseina, para conversao de
nitrogénio em proteina. Para os extratos aquosos e etandlicos a determinacdo de proteinas foi
realizada de acordo com o método proposto por Bradford (1976), utilizando-se curva analitica

de soro de albumina como referéncia considerando-se a faixa de 0 a 25ug de proteina/ml.
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4.2.5 Determinacgéo da Atividade de Inibicdo de Tripsina

A determinacdo da atividade de inibicdo de tripsina das amostras foi realizada
conforme o proposto por Kakade et al (1974). Utilizou-se BAPNA (Benzoil-DL-arginina-p-
nitroanilada) como substrato e tripsina de péancreas bovino (Type I, 10.000 BAEE
unidades/mg de proteina, Sigma). Convencionou-se que 1 Unidade de Inibicdo de Tripsina
(UIT) seria correspondente a cada aumento de 0,01 de absorvancias a 410nm. Os resultados

foram expressos em UIT/mg de proteina.

4.2.6 Determinacdo da Digestibilidade Proteica in vitro

A determinacdo da digestibilidade proteica in vitro das amostras foi realizada
conforme o proposto por Akeson, Stahman (1964), utilizando-se processo de hidrdlise
sequencial por pepsina a 37°C sob agitacdo constante por 3h, seguida de hidrélise por
utilizagd@o de pancreatina a 37°C, sob agitacdo por 24h para reagdo. A reacgéo foi interrompida
por adicdo de solucdo de TCA (&cido tricloroacético) 60% até concentracao final de 12%. Os
hidrolisados foram centrifugados a 7.000rpm/15min/5°C. Apo6s a centrifugacdo, 0s
sobrenadantes foram utilizados para determinacdo do grau de hidrolise, segundo método de
Church et al (1983), utilizando-se reagente OPA (o-ftaldialdeido) para determinagdo dos a-
amino grupos liberados na reacdo. Para tanto, 1000l de solucdo de reagente OPA preparado
diariamente, foi adicionado a um méaximo de 130ul de amostra. Apos exatos 2 minutos de
reacdo procedeu-se a leitura em espectrofotbmetro a 340nm. Uma curva analitica de L-
Leucina foi utilizada como referéncia considerando-se a faixa de 0 a 120nMols de leucina e os
resultados foram expressos em % de hidrélise, considerando-se o total de a-amino grupos
presentes na massa inicial de proteinas da amostra. O total de a-amino grupos da amostra foi

estimado considerando-se 0 peso molecular médio de aminoacidos (PM=113).

4.2.7 Determinacgédo de Fendlicos Totais

Os teores de fenolicos totais das amostras foram determinados conforme o descrito por
Pereira, Tavano (2014), com modificagdes, utilizando-se o reagente de Folin-Ciocalteu. Num
méaximo de 250ul de amostra (extratos aquosos e etandlicos preparados como o descrito em
4.2.3), foram adicionados 250l de reagente Folin-Ciocalteu e 1000ul de agua MiliQ. Apds

agitacdo os tubos foram incubados em temperatura ambiente por 6 minutos. Apos o periodo
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de incubacgdo acrescentou-se 750l de solugcdo de carbonato de sédio 7%, agitou-se, e apos
incubacdo em temperatura ambiente por 2h realizou-se as leituras em espectrofotdmetro a
750nm, contra branco da reacdo. Uma curva analitica de &cido galico foi construida
considerando-se as concentracdes entre 0 a 16ug de acido galico e os resultados foram

expressos em mg de equivalente de &cido galico/g de amostra.

4.2.8 Determinacéo de Flavonoides Totais

Os teores de flavonoides totais das amostras foram determinados conforme o método
proposto por Boateng et al (2008), com modificacdes. Em tubos de ensaio foram colocados
250ul de amostra, 75ul de reagente de Nitrato de sodio 5% e 1000ul de agua MiliQ, os tubos
foram agitados e deixados em temperatura ambiente por 5 minutos para incubacdo. Apos 0
periodo de incubagdo, foi adicionado 75ul de cloridrato de aluminio, e os tubos foram
deixados em temperatura ambiente por mais 5 minutos para reacdo. Apés o periodo de reacdo,
foi adicionado 500ul de hidroxido de sodio 1M e 750ul de agua MiliQ. Os tubos foram
agitados e procedeu-se a leitura em espectrofotdbmetro a 510nm. Uma curva analitica de
catequina foi construida considerando-se as concentracfes entre 0 a 45ug de catequina e 0s

resultados foram expressos em mg de equivalente de catequina/g de amostra.

4.2.9 Determinacdo do Potencial Antioxidante, pela Captura do Radical ABTS* (2,2’-
azinobis (3-etilbenzoatiazolina-6-acido sulfénico))

A determinacdo do potencial antioxidante das amostras foi realizada conforme o
proposto por Ahn, Kim, Je (2014), com modificacGes. Uma solucdo de ABTS™ (2,2’-azinobis
(3-etilbenzoatiazolina-6-acido sulfonico)) foi preparada utilizando-se 0,096g de ABTS*
solubilizado em 25ml de agua MiliQ. A esta solu¢do foi adicionada 0,01655g de persulfato de
potéssio e esta solucdo foi mantida sob prote¢do da luz por 16h. Este reagente foi entdo
diluido com agua MiliQ até que sua leitura para absorvancia a 734nm fosse aproximadamente
0,700. Para as analises adotou-se um maximo de 250ul de amostra (extratos aquosos e
etanolicos, preparados como descrito em 4.2.3), adicionando-se 750ul da solucdo recém
preparada de ABTS". Apo6s incubacdo de 60 minutos na auséncia de luz, as leituras das
absorvancias foram realizadas em espectrofotdmetro em 734nm. Para efeito de calculos, foi

utilizada uma curva analitica de Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-Carboxylic
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Acid) na faixa de concentracdo de 0 a 7nMols de Trolox e os resultados foram expressos em
pmols de equivalente de Trolox/g de amostra.

4.2.10 Determinacédo do Potencial Antioxidante pela Reducéo do Radical Livre-DPPH
(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl)

A capacidade do potencial antioxidante das amostras foi determinada utilizando-se o
método proposto por Brand-Williams, Curvelier,Berset(1995), com modificacbes dePereira,
Tavano (2014). A um maximo de 250l dos extratos etandlico e aquoso, preparados como 0
descrito em 4.2.3, foi adicionado 1,0ml de solu¢do de DPPH (2,2-Diphenyl-1-picryl-hidrazil)
0,06 mM, em etanol 80%. Apds 10 minutos de reacdo as absorvancias foram lidas em
espectrofotbmetro a 517nm. Uma curva analitica de Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-Carboxylic Acid) foi construida considerando-se a faixa de
concentracdo de 0O a 7nMols de Trolox e os resultados foram expressos em pmols de
equivalente de Trolox/g de amostra.

4.2.11 Anélise Estatistica

Os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados foram expressos em média +
desvio padrdo. As diferencas entre médias foram avaliadas por ANOVA e teste de Tukey, ao

nivel de significancia de 5%.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinacgdo de Umidade e Solidos Totais.

Segundo Kim et al. (2011) a germinacdo se inicia ja no momento da absor¢do de agua
pelos graos secos. Desta maneira, neste trabalho, adotou-se o primeiro ponto de germinacao
como sendo aquele correspondente a 8 horas de germinacéo, quando se encerrou 0 processo
de embebic&o inicial dos grdos. Neste processo, como esperado, 0s grdos absorveram agua em
guantidades equivalentes a cerca de 4 vezes o peso original do grédo, conforme pode ser
observado pelos dados da Tabela 1, sendo que estes teores foram mantidos praticamente
constantes por todos os dias da germinacdo.Nos tempos 80h e 200h, observa-se uma reducgéo
no teor de solidos sollveis dos grdos, nesses tempos ja se observa o surgimento do eixo

embrionario, que demonstra estar refletindo modificagcbes nos gréos ou o redirecionamento
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dos compostos para outras partes do grdo.Moreira, (2015), em seus estudos de quantificacéo
de fluxos metabolicos realizados com as variedades de soja Conquista e Tieta, observou que
durante o crescimento do eixo embrionario houve uma diminuicdo de massa seca, gerada pelo
desdobramento dos tecidos de reserva e acimulo de solutos nas células, caracterizando uma
massa fresca maior nos cotilédones. Uma vez que se pretendia realizar ensaios que
consideravam variacGes nos teores de componentes dos grdos e suas extragdes no meio
aquoso (durante o processo de producdo do extrato aquoso), foi importante esta informacao
dos teores de umidade dos graos, ja que foi possivel assim calcular-se o teor de sélidos dos
grdos (Tabela 1), permitindo que os dados fossem expressos em base Umida e seca, para que
se pudesse avaliar de fato a mudanca nas concentragdes dos componentes em si, sem que 0S
dados sofressem a influéncia da diluicdo dos compostos sélidos ocasionada pela maior ou

menor hidratacdo dos gréos.

Tabela 1. Teor de Umidade e Sélidos Totais dos graos de soja (var. BRS 257) em diferentes

tempos de germinacéo.

Tratamento Tempo de Germinagéo Teor de Umidade Teor de Solidos Totais

(Horas) (%) (%)
1 0 10,40 £ 0,40 89,60
2 8 58,78 + 1,15 41,22
3 32 57,95+ 0,59 42,05
4 56 54,53 £ 0,75 45,47
5 80 59,34 +£ 0,63 40,66
6 104 48,49 + 0,59 51,51
7 200 64,72 £ 1,53 35,28

Fonte: Elaborado pela autora, 2017.

Resultados de umidade préximos aos aqui encontrados foram observados por Martinez
et al. (2011) para a variedade de soja M. Soyrr, respectivamente 63,73% ap0s a germinacao e
6,71% antes da germinagéo.

Na figura 1 encontram-se as imagens dos grédos em diferentes tempos de germinacéo,
onde se observa alteracfes de formato, tamanho, cor e surgimento de radicula apds 104h de

germinacao.
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Figura 1. Grdos de Soja (var. BRS 257) nos diferentes tempos de germinacéo (0, 8, 104 e 200

horas).

Fonte: Elaborado pela autora, 2017.

Os componentes presentes inicialmente nos grdos podem sofrer modificagcbes ou
serem redistribuidos entre as diferentes partes, como seus cotilédones e radiculas, ao longo do
processo de germinacdo. Neste trabalho optou-se por utilizar o material completo para
obtencdo dos extratos aquosos (principal foco dos estudos aqui realizados). Como esperado,
diferentes caracteristicas dos extratos refletem as modificacdes sofridas pelos grdos, como por
exemplo alteracdo de coloragdo, como pode ser observado na figura 2.

Figura 2. Extratos Aquosos obtidos a partir dos grdos germinados de soja (var. BRS 257) ap6s
0, 8, 32, 56, 80, 104 e 200 horas de germinagao.

Fonte: Elaborada pela autora, 2017. Extratos brutos, antes da centrifugacdo, obtidos apds primeira extracdo
realizada utilizando-se a proporgdo 1:20 (m/v).

Observa-se que a partir do tempo 56h de germinacdo é possivel detectar o0 aumento da
presenca de clorofila nos grédos, reforcando o surgimento da coloragdo esverdeada, e
alteracfes na composi¢do quimica do gréo, coincidente com a observagdo baseada no aspecto
visual dos extratos aqui obtidos (Figura 2). A clorofila é uma substancia de estrutura formada

por complexos derivados da porfirina e magnésio como atomo central, e tem como principal
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funcdo absorver luz e converter em energia quimica durante a fotossintese das plantas
(SCHOEFS, 2002). As clorofilas a e b sdo as principais responsaveis pelo processo de
fotossintese, e ao receberem a chamada luz visivel (390-760nm) as moléculas absorvem a
energia que causa uma excitacdo dos elétrons da molécula, e essa energia de excitacdo €
utilizada na fotossintese (ROMANO, 2001). As clorofilasrespondem a luz do meio
adaptativamente, alterando sua morfologia e composi¢do (ENGEL, POGGIANI, 1991).

Para que as alteracdes nas composicdes sofridas ao longo do processo de germinacéo
sejam de fato testadas/verificadas aos extratos aquosos, € condicdo primordial que o0s
componentes presentes nos graos apresentem solubilidade em agua. Além da solubilidade,
também é importante que estes componentes sejam facilmente transferidos ao solvente, uma
vez que a interagdo com outros compostos ou mesmo a estruturacdo da matriz dos graos
poderia influenciar em suas potenciais extratibilidades. Desta forma foi observado neste
trabalho também o comportamento de solubilizacdo dos diferentes compostos analisados,

considerando-se trés ciclos de extra¢des consecutivas, conforme seré apresentada a seguir.

5.2 Determinacao de Proteinas, Atividade de Inibicao de Tripsina e Digestibilidade
Proteica in vitro dos Extratos Aquosos.

A concentracdo de proteinas nos extratos aquosos apds as trés extracdes, partindo-se
dos graos nos diferentes tempos de germinacdo, foi analisada. O total de proteinas extraidas e
respectivos rendimentos de extragdes foram apresentados na Figura 3 e Tabela 2.
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Figura 3. Percentual de extracdo de proteinas nos extratos aquosos dos grdos de soja (var.

BRS 257) em diferentes tempos de germinagéo.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2017. Percentuais relativos ao total de composto extraido nos trés ciclos de
extracOes. Total de proteinas sollveis apos as trés extra¢des =100%.

A partir da observacdo da Figura 3, observa-se que ja € possivel um alto percentual de
recuperacdo das proteinas ja na primeira extracdo para os grdos germinados, alcancando-se
teores entre 60,38 e 86,05 % do total de proteinas soltveis dos gréos (figura 3). Para os grdos
ndo germinados (tempo Oh), as solubilizagdes foram menos efetivas para as primeiras
extracOes, sendo que ainda na terceira extracdo (segunda reextracdo) foram solubilizados
cerca de 45% das proteinas sollveis em agua.

A obtencdo do extrato aquoso foi realizada sem nenhum tratamento prévio das
amostras ou mesmo simulando-se a relacdo massa: volume habitualmente utilizada para
obtengdo de extratos aquosos comerciais de soja. Os perfis proteicos dos extratos aquosos

estdo expressos na Tabela 2.

Tabela 2. Teores proteicos dos extratos aquosos obtidos a partir dos gréos de soja (var. BRS

257) germinados nos diferentes tempos de germinacdo em pg/g de amostra.

Tratamento Proteina % de )
Tempo ) ) Proteina
L extraida/ g  proteinas no % de )
Geminagéo de grios extrato extracio extraida/ g de
(Horas) e AqUoso proteica™  grios b.s.***
1 0 23,45°40,29 0,07 6,10 26,179+0,33

2 8 19,809+0,33 0,09 17,19 48,02%+0,79
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3 32 35,41%+1,27 0,10 21,20 84,23"+3,03
4 56 23,42%+0,11 0,09 17,01 51,51%0+0,24
5 80 28,33%+0,79 0,10 21,41 69,68°+1,95
6 104 30,01%9+0,93 0,09 15,23 58,279+1,81
7 200 32,04"+0,29 0,11 22,77 90,82%+0,82

Fonte: Elaborada pela autora, 2017. *b.u. = base Umida; ** percentual de proteinas extraidas em relacdo ao total
originalmente presente nos gréaos utilizados; ***h.s. = base seca. Valores expressos como média + desvio padréo.
Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si ao nivel de significancia de 5%, pelo teste de Tukey.

Observa-se que 0s maiores teores de proteinas sdo determinados nos tempos 32 e 200h
(Tabela 2). Embora a variacdo nos teores de proteinas extraidas ou presentes nos extratos
aquosos ndo apresentem variacdo estatisticamente diferente entre os tempos de germinacgéo
dos gréos, ao observar os valores de % de proteinas solubilizadas em agua em relacéo ao total
de proteinas disponiveis nos gréos, é possivel verificar que ja para as primeiras horas do
processo de germinacdo este percentual aumenta mais de 100% em relagdo aos grdos nédo
germinados (Tabela 2). Entretanto, estes dados ja indicam um maior potencial de geracdo de
produtos proteicos na ocasido da utilizacdo de matérias primas germinadas.

Para a cultivar de soja BRS 258, germinadas por 72h em diferentes temperaturas, e
através destas amostras obtidas de farinhas, Paucar-Menacho et al, (2010) observaram um
aumento de 31,9% no teor de proteinas solGveis, quando mantidas na mesma temperatura
(25°C) (272.900 a 360.000ug/g de farinha), para 12 e 72h, respectivamente. Observaram
ainda que para 42h de germinagéo, quando a temperatura foi elevada de 18 para 32°C, houve
um aumento de 18,4% no teor de proteinas sollveis.

Estas alteracdes nos perfis de solubilidade das proteinas dos grdos podem ser reflexo
das alteracdes sofridas pelo processo de germinacdo no conjunto das proteinas destes
materiais. Cantelli et al, (2017), em seus estudos sobre germinagdo para a cultivar de soja
BRS 216, relataram que as sementes germinadas apresentaram aumento no seu teor de
proteina quando comparado com a semente ndo germinada (477.000 e 419.600ug/g de
amostra), respectivamente. Gu et al (2017), em seus estudos com soja germinada por 4 dias,
relatam que apos o periodo de germinagdo houve aumento no teor de aminoacidos essenciais,
identificados por cromatografia gasosa e por cromatografia liquida.

Reforcando estas possibilidades de alteracdes nos perfis de proteinas dos grédos, a
observacdo dos dados gerados durante os ensaios de digestibilidade proteica dos extratos
aquosos deve ser discutida. Ao se realizar os procedimentos para computo da digestibilidade

in vitro, diferentes dados puderam ser destacados além daqueles gerados pela metodologia
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tradicional. Por exemplo, ao observar os dados de a-amino grupos liberados no sobrenadante
dos “brancos das amostras” (Tabela 3), ou seja, extratos aquosos apenas incubados com as
solucdes tampdes nos mesmos tempos e temperaturas dos a serem hidrolisados, pode-se obter
a informacdo daquele material disponivel na amostra que apresente caracteristicas que o
permitam ficar em solucdo apds a precipitacdo (TCA 12%). Neste caso, admite-se que
aminoacidos livres e pequenos peptideos seriam capazes de se solubilizarem nestas condi¢es
do meio. Para os brancos das amostras, percebe-se que a partir de 80h de germinacdo houve
um aumento de a-amino grupos detectados em solucdo, representando aumento de materiais
proteicos de baixo peso molecular ou mesmo aminodcidos livres disponibilizados pelo
proprio processo de germinagdo. Vernanza et al (2012) também verificaram um aumento de
5% no teor de proteinas sollveis apos 72h de germinacdo de grdos de soja BRS 133. Neste
trabalho, em 80 horas de germinacgéo propiciou-se 0 aumento de 14,7% (Tabela 3), e para 0s
tempos superiores a 104h este aumento alcancou valores superiores a 49% de aumento de

proteinas sollveis.

Tabela 3. Porcentagem de a-Amino Grupos (%), dos extratos aquosos obtidos a partir dos

grdos de soja (var. BRS 257), germinados nos diferentes tempos.

Tratamento  Tempo de % de a-Amino Grupos
Germinacao
(horas)
Branco da Hidrolisado % de Hidrdlise % em Relacdo a
amostra sem desconto Caseina
do branco

1 0 37,63+ 0,69 95,17°+ 1,02 57,54*+0,15 87,21
2 8 23,98%+ 1,28 59,849 + 0,13 40,219+0,27 60,94
3 32 31,26+ 1,12 73,29+ 0,52 49,29%9+0,91 74,70
4 56 34,10°+ 0,59 78,44%+ 0,40 44,80°%+1,00 67,90
5 80 43,18+ 0,65 88,119+ 2,97 50,49°¢9+0,47 76,52
6 104 56,98+ 0,46  102,17*+ 1,81  42,67%+0,80 64,67
7 200 56,29%+ 0,60 99,54 +2 05  49,18%+(0,17 74,54

Caseina - - 65,98+ 2,89 100

Fonte: Elaborada pela autora, 2017. Valores expressos como média + desvio padrdo. Médias seguidas de letras
iguais ndo diferem entre si ao nivel de significancia de 5%, pelo teste de Tukey.
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Este aumento nos teores de material proteico de menores pesos moleculares poderia
ser entendido como um aumento na digestibilidade naturalmente ocasionado pelos efeitos da
germinacdo. Embora os dados de digestibilidade proteica in vitro ndo demonstrem tal
diferenciacdo entre os grdos ndo germinados e germinados (Tabela 3), chegando a apontar
para uma reducdo nos percentuais de hidrolise obtidos ap6ds o processo de germinacdo sofrido
pelos gréos, é importante ressaltar o que de fato se detecta com este ensaio. Neste caso, ha na
metodologia uma etapa em que se faz o desconto dos materiais solGveis naturalmente nas
amostras, ou seja, de fato o que se determina é o potencial de hidrdlise das proteinas grandes
(em relacdo a peso molecular) e materiais proteicos que ndo permaneceriam em solucdo apos
precipitagdo com TCA (material representado pelo “branco da amostra”). Ou seja, a
metodologia considera apenas a contagem de a-amino grupos gerados pela acdo das enzimas
digestivas. Contudo, esta forma de interpretacdo dos dados pode gerar equivocos na avaliacdo
final da amostra: por exemplo, se a amostra passasse a ser composta de aminoacidos livres
apo6s a germinacdo, sua digestibilidade poderia ser interpretada como zero. Sendo assim,
julgou-se importante considerar também a situacdo em caso de nédo se realizar os descontos
dos “brancos das amostras”, levando-se em conta todo material solivel gerado, seja pela acédo
das enzimas do ensaio, seja pela acao prévia das proteases presentes nos graos em cada tempo
de germinacéo.

Desta forma, pode-se observar que, diferentemente dos resultados da digestibilidade in
vitro tradicionalmente calculados, que indicavam que para todos os tempos de germinacéo
ocorria uma diminuicdo de digestibilidade em comparacdo aos grdos ndo germinados,
observa-se que ao se considerar todo o material solivel ha uma reducdo nos valores para 0s
tempos de germinacéo iniciais, mas a partir de 104h estes valores voltam a se equiparar com o
tempo Oh, sendo que no proprio tempo 104h essa digestibilidade é apontada como superior a
do tempo zero (Tabela 3). Estes dados podem estar refletindo uma demanda inicial dos graos
por materiais proteicos para formacdo de novas enzimas, com uso daqueles materiais de
acesso mais facilitado como proteinas de maior digestibilidade e mesmo os aminoacidos ja em
estado livre, restando integras justamente aquelas proteinas mais resistentes a digestao.

Outra observacdo importante € que nos ensaios de digestibilidade in vitro o que se
observa é somente o potencial de hidrdlise das proteinas, sem se considerar seu potencial de
absorgdo, como seria em ensaios in vivo. Considerando que aminoacidos livres e pequenos
peptideos apresentam maior potencial de absorcdo, poder-se-ia levantar a hipotese de que

estes graos germinados, uma vez que apresentam maiores teores de materiais proteicos de
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menor peso molecular, poderiam ser interessantes e potencialmente promissores quanto a sua
disponibilidade a absorg¢do in vivo (CHEN, CHANG, 2015).

No processo de germinacédo de soja da cultivar M. Soyrr, por periodo de 48h, Martinez
et al (2011) determinou valores de 32,53% em tempo Oh e 40,32%.Ao final da germinacéo
(48h), esses valores diferiram estatisticamente entre si, indicando que houve 24% de melhora
na digestibilidade proteica in vitro.

Em sintese, destaca-se que, considerando apenas o efeito da germinacdo, o melhor
tempo para a maxima liberacdo de o-amino grupos (“branco da amostra”) é o tratamento 6
(104h). Nota-se que, apos o tratamento 1 (Oh), essa liberacdo diminui até o tratamento 3 (32h),
aumentando a partir do tratamento 5 (80h), chegando ao valor maximo no tratamento 6
(104h), sendo o valor obtido no tratamento 7 (200h) néo significativamente diferente daquele
do tratamento 6. Esses dados indicam que nos primeiros tempos de germinagdo ocorreu
hidrolise das moléculas de proteina em amino&cidos livres, que sdo formas mais facilmente
utilizadas.Moreira (2015)observou alteragdes similares no teor de compostos proteicos, e
relata que os aminoacidos degradados nos cotilédones (12 a 48h de germinacéo) sao utilizados
como fontes de carbono, nitrogénio e energia para a formacdo dos eixos embrionarios (72 e
96hde germinacéo). Formados os eixos embrionarios, a mobilizacdo dos aminoacidos se da no
sentido de producdo de proteinas neste 6rgao que serd utilizado para o crescimento da planta.

Complementando-se as informacdes sobre alteragdes nos perfis proteicos dos graos
devido a germinacdo, determinou-se as atividades de inibicdo de tripsina das amostras. Os

dados estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Inibidores de Tripsina nos diferentes tempos de germinacgéo, para 0 extrato aquoso

obtido a partir dos graos de soja (var. BRS 257).

Tratamento TemPo d~e Inibidor de Tripsina
Ge(;“;‘:;iao (UIT/mg de proteina)

Total %
1 0 491,56%+5,07 100
2 8 344,28™9+31,32 70,03
3 32 434,399¢+18,48 88,37
4 56 438,44°¢+27,43 89,19
5 80 443,02%d+14,03 90,12
6 104 323,609+17,27 65,83
7 200 404,97¢40+8 27 82,38
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Fonte: Elaborada pela autora, 2017. Valores expressos como média + desvio padrdo. Médias seguidas de letras
iguais ndo diferem entre si ao nivel de significancia de 5%, pelo teste de Tukey.

Como anteriormente discutido, estes inibidores sdo considerados antinutricionais e sua
reducdo é desejavel, ndo apenas por prejudicarem a digestibilidade proteica como também por
serem associados a possibilidade de alteracbes no metabolismo e hiperestimulaco
pancreatica. Embora ndo tenha sido possivel detectar-se uma reducéo crescente e significativa
no decorrer da germinacdo, conforme pode ser observado na Tabela 4, para todos os tempos
de germinagdo os grdos apresentaram reducdo de suas unidades de inibicdo de tripsina em
relagcdo ao tempo Oh, com excecdo do tempo 80h.

Ribeiro, Ida, Oliveira (1999), estudando a germinacao nas variedades BR-13 e Parana,
observaram que durante o periodo de germinacdo houve acréscimo do inibidor de Tripsina
para ambas as variedades, sendo que na variedade BR-13 esse acréscimo foi de 22% no tempo
de 72h, e na variedade Parana foi de 17% no mesmo periodo. J& nos estudos realizados por
Martinez et al (2011), os autores relatam que apds a germinacdo de 48h dos grédos de soja M.
Soyrr ndo houve diferenca estatistica entre os valores determinados.

Neste estudo observa-se que a maior reducéo de atividade de inibidores de tripsina foi
detectada nos gréos do tempo de 104h (Tabela 4), com cerca de 35 % de reducdo. Sabendo-se
que os inibidores de proteases sdo de origem proteica e que sua principal funcdo no vegetal é
de protecédo contra predacao de insetos (PAULA, 2006), e que a mobilizacdo dos aminoacidos
apos a formacdo dos eixos embrionarios (aproximadamente entre 72 e 96h de germinacdo) é
direcionada para a formacdo de proteinas para a sustentagdo da planta e que esses
aminoacidos podem participar do transporte de elétrons via flavoproteinas (MOREIRA,
2015), pode-se supor que possam ter sido formado compostos diferentes, como por exemplo
compostos fenolicos, ao invés de inibidores de proteases.

Para a farinha de soja obtida a partir de grdos germinados e ndo germinados em
diferentes temperaturas para a cultivar BRS 258, Paucar-Menacho et al (2010) identificaram
uma reducdo no inibidor de tripsina do tipo Bowman-Birk (BB) de 39,50% e 11% para
germinados a 72h a 25°C e 21h a 20°C, respectivamente. Os mesmos autores relataram
também que, ao aumentar a temperatura de 20 para 30°C, houve uma diminui¢do de 12,4% no
inibidor Bowman-Birk (BB), e que em temperatura constante de 25°C nos periodos de 12 a
72h de germinacdo essa reducéo foi de 27%, indicando que o processo de germinagao reduz a
concentracdo dos inibidores de BB. Jiang, Cai, Xu (2013) também relataram lento aumento

no inibidor de tripsina em extratos aquosos crus, obtidos de soja amarela, germinada por 72h.
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5.3 Determinacao de Fendlicos Totais.

Uma vez que o processo de germinacdo de grdos de soja é considerado um potencial
promotor do aumento de componentes considerados benéficos para a saude (LAILA,
MURTAZA, 2014), e que muitos destes fitoquimicos podem ser sollveis em agua, uma
mudanga na composi¢do dos grdos quanto a estes componentes poderia propiciar que tais
beneficios fossem estendidos para o extrato aquoso. Diante disso, o teor de fendlicos totais foi
considerado neste estudo, objetivando apresentar seus reflexos no extrato aquoso, bem como
produzir dados de rendimento de sua extragdo em solucGes aquosas. Classicamente, ensaios
de determinacao de fendlicos totais em amostras de alimentos contam com preparo de extrato
etanolico por ser considerado meio extrator de alta eficiéncia para tais componentes em
funcdo de suas solubilidades. Para efeito de comparagdo sobre o comportamento de extragéo
do conjunto dos fendlicos dos grdos nos diferentes tempos de germinacdo, consideraram-se
extracOes paralelas em meio alcoolico (etanol 80%) e aquoso, conforme pode ser observado

no conjunto de dados da Tabela 5.

Tabela 5. Teor de Fendlicos Totais nos extratos aquosos e etanolicos a partir de gréos de soja

(var BRS 257) em diferentes tempos de germinacao.

Tratamento  Tempo de Fendlicos totais
Germinacéo (mg em equivalente de acido galico/g de graos)
(horas) Extrato Aquoso Extrato Etandlico
Base Umida Base Seca Base Umida Base Seca
1 0 1,82+ 0,01 2,039+0,01 1,322+ 0,04 1,47°+ 0,05
2 8 1,16% 0,02 2,80 0,04 0,63%+ 0,02 1,529+ 0,04
3 32 2,14°+ 0,06 5,08%+ 0,01 0,96+ 0,06 2,28+ 0,14
4 56 1,41+ 0,02 3,11°+ 0,04 0,639+ 0,01 1,399%+ 0,03
5 80 1,66°%+ 0,03 4,08+ 0,06 0,92¢¢d+ 0,03 2,26%+ 0,08
6 104 1,80%¢+ 0,02 3,509 0,05 0,89¢¢d+ 0,02 1,73%%+ 0,03
7 200 1,75%+ 0,08 4,95"+ 0,22 0,92%ce+ 0,03 2,62°+ 0,08

Fonte: Elaborada pela autora, 2017. Valores expressos como média + desvio padrdo. Médias seguidas de letras
iguais ndo diferem entre si ao nivel de significancia de 5%, pelo teste de Tukey.

Pela Tabela 5, pode-se observar que o teor de fenolicos totais dos extratos aquosos
expresso em base umida diminui com 8h de germinagdo, chegando a um maximo com 32h,

decaindo com 56 e 80h, voltando a aumentar com 104 e 200h, chegando aos niveis do tempo
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Oh. Expressos em base seca, esses resultados mostram que a germinagdo provocou um
aumento de fendlicos totais, chegando a um méximo com 32h, caindo na sequéncia, mas
mantendo-se em niveis superiores ao tempo Oh e voltando ao nivel maximo com 200h.

Considerando os extratos etanolicos, o teor de fenolicos expresso em base Umida,
todos os tempos de germinacdo produziram resultados inferiores aos do tempo Oh. Sendo que,
excetuando o tempo Oh, o maior teor de fendlicos totais associou-se ao tempo de 32h, sem
diferenca significativa com os demais tempos, exceto com o tempo de 8h que produziu o
menor valor. Os resultados expressos em base seca indicam que o tratamento 3 de germinacéo
(32h) associou-se a segunda maior quantidade de fendlicos totais, cuja quantidade oscilou nos
tempos seguintes, chegando ao maximo com o tempo de 200h de germinacdo.Assim, também
a partir dos extratos etanolicos, destaca-se o tempo de 32h de germinacéo.

Outra observacdo interessante € que, diferentemente do esperado, 0s teores de
fendlicos extraidos em meio aquoso foram superiores aos sollveis em meio etandlico.
Teoricamente, compostos fendlicos possuem estrutura que favorecem sua maior solubilidade
em meio alcodlico, embora suas estruturas variaveis possam lhe conferir solubilidades
variaveis em meios mais ou menos aquosos. Por exemplo, Martins, Lopes, Andrade (2013)
declararam que compostos fenolicos de cadeia menor e mais &cidos solubilizaram-se no
extrato aquoso, enquanto os de cadeia maior e menos acidos no extrato etandlico. Uma vez
que o conjunto de fendlicos dos grdos pode ser complexo, estes dados indicam que dentre 0s
compostos presentes nestes graos de soja, em todos os tempos de germinacdo, grande parte
apresenta um alto potencial de transferéncia para os possiveis produtos a serem formulados na
base de extrato aquoso de soja.

Os dados nas Figuras 4 e 5 demonstram a facilidade de solubilizacdo dos fendlicos
destes graos de soja nos meios adotados, uma vez que logo nas primeiras extracdes grande

parte destes componentes ja havia sido extraida.
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Figura 4. Rendimento das extracOes para fendlicos totais nos extratos aquosos dos grdos de
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Figura 5. Rendimento das extracdes de fenolicos totais para o extrato etandlico a partir de

grdos de soja (var. BRS 257) em diferentes tempos de germinacéo.
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Martinez et al (2011), quando germinaram por 48h a cultivar de soja M. Soyrr,
também observaram um aumento no teor de compostos fendlicos, apresentando 1,689mg/g
antes da germinacdo e 2,793mg/g ap6s a germinacao.

Nos estudos realizados por Bolanho (2010), a concentracdo de fendlicos totais nos
grdos de soja in natura da cultivar BRS 267 foi de 1,878mg em equivalente de acido galico

(EAG) /g de amostra em base seca.O mesmo autor, ao comparar os teores de produtos
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comerciais de soja, encontrou valores de 1,942 e 2,302mg de EAG/g de extrato hidrossoltvel
de soja em pd. Estas faixas sdo proximas dos valores encontrados neste estudo, e, por se
tratarem de extratos hidrossoluveis, reforcam a ideia de que estes compostos fendlicos
presentes na soja sdo potencialmente soltveis em agua.

Nos estudos de Kumari, Chang (2016) com gréos de soja da cultivar Prosoy
germinados, relatou-se que o teor de compostos fendlicos aumentou em 78% apés 7 dias de
germinacdo. Nesse estudo, os autores relataram que no segundo dia de germinacdo detectaram
menores teores e que o maior teor de fenodlicos foi para o grdo germinado por 7 dias,
semelhante ao perfil observado neste estudo (Tabela 4).

De acordo Jiang, Cai, Xu (2013) o aumento nos teores de fendlicos extraidos pode ser
reflexo tanto da formacdo de novos tipos de fendlicos quanto do aumento da liberacéo
facilitada desses fenolicos dos vacuolos celulares. A germinacdo, uma vez que altera as
caracteristicas dos tecidos desses grdos, poderia colaborar para maior liberacdo destes
componentes nos meios extratores. Em estudos realizados por Kumari, Chang (2016) os
autores apontaram que a coc¢do aumentou em até 198% o potencial antioxidante analisado
pelo método de DPPH para a cultivar Prosoy germinada. Este aumento poderia ser
relacionado com essa maior facilidade de solubilizacdo dos componentes com atividade

antioxidante a partir dos tecidos p6s tratamento térmico.

5.4 Determinacéo de Flavonoides Totais

Quando os teores de flavonoides sdo considerados (componentes do conjunto dos
fendlicos totais mais associados a atividades antioxidantes em alimentos de origem vegetal)
(PIETTA, 2000), novamente se observa um comportamento similar ao do conjunto dos

fenolicos (Tabela 6 e Figuras 6 e 7).

Tabela 6. Teor de Flavonoides Totais nos extratos aquosos e etandlicos a partir de graos de

soja (var. BRS 257) em diferentes tempos de germinacao.

Tratamento Tempo de Flavonoides Totais
Germinacdo (mg em equivalente de Catequina/g de amostra)
(Horas)
Extrato Aquoso Extrato Etandlico
Base Umida Base Seca Base Umida Base Seca
1 0 1,86°+0,05 2,089+0,06 1,052+0,03 1,179'+0,03

2 8 1,64+0,05 3,99°40,12 0,57%+0,02 1,38%9+0,05
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3 32 3,49°4£0,15 8,31%+0,35 0,83%+0,02 1,99°°+0,04
4 56 2,21%+0,03 4,859%+0,08 0,549+0,01 1,18%+0,01
5 80 2,16%+0,04 5,32°+0,09 0,75%+0,02 1,84°+0,06
6 104 1,319+0,04 2,55/+0,08 0,76%+0,01 1,48%+0,02
7 200 2,67°+0,04 7,55+0,13 0,88%+0,04 2,49°+0,11

Fonte: Elaborada pela autora, 2017. Valores expressos como média + desvio padrdo. Médias seguidas de letras
iguais ndo diferem entre si ao nivel de significancia de 5%, pelo teste de Tukey.

Quando se consideram os teores de flavonoides nos extratos aquosos expresso em base
umida, o tempo de 32h de germinagédo associa-se a maxima concentracdo. Apenas nos tempos
de 8h e 104h as amostras apresentaram teores de flavonoides totais menores do que a
concentracdo inicial. Expressando esses teores em base seca, também o tempo de 32h
apresentou a maior quantidade de flavonoides, sendo que todos os tempos de germinacgao
produziram concentracdes de flavonoides superiores a inicial (tempo 0h).

Em relacdo aos extratos etandlicos, o teor de flavonoides expresso em base Umida
indica que o grdo sem germinar apresentou o maior nivel de flavonoides, sendo o segundo
maior valoralcangado no tempo de 32h de germinacdo. Expressando os resultados em base
seca, é observada uma significativa oscilacdo nos valores ao longo do tempo de germinacéo,
constatando-se que 0s menores valores foram observados no tempo Oh e 56h. Sendo a maior
concentragéo alcangada no tempo 200h e a segunda maior nos tempos 32h e 80h.

Foi possivel verificar que os componentes flavonoides sdo potencialmente mais
solGveis em meio aquoso do que em meio etandlico, e de forma mais expressiva do que a
verificada para os compostos fenolicos totais. Este dado € interessante e positivo quando se
considera a utilizacdo destas matérias primas para a elaboracdo dos produtos comerciais a
base de extratos aquosos dos grdos de soja. A analise das figuras 6 e 7 reforca ainda mais
estes aspectos positivos, quando se alcanca valores altos de extragdo ja na primeira extracao

realizada.
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Figura 6. Rendimento das extracbes de flavonoides totais para o extrato aquoso a partir de

gréos de soja (var. BRS 257) em diferentes tempos de germinacéo.
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Figura 7. Rendimento das extracdes de flavondides totais para o extrato etandlico a partir de

grdos de soja (var. BRS 257) em diferentes tempos de germinacao.
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Na comparacdo entre as figuras 6 e 7 observa-se que os dados indicam que podem

estar sendo formados novos compostos de maior solubilidade em &gua, e que com maior

facilidade de transferéncia para 0 meio aquoso do que para 0 meio etandlico, quando se

verifica que ainda na terceira extracdo para 0s meios etandlicos se mantém a extracao na faixa

de 20% dos compostos totais extraidos (Figura 7), sendo que nos terceiros ciclos de extracdes



45

em meios aquosos para 0s grdos germinados ja praticamente ndo apresentaram compostos
extraidos.

Nos estudos realizados por Bolanho (2010), a concentracdo de flavonoides totais nos
grdos de soja in natura da cultivar BRS 267 foi de 0,943mg em equivalente de catequina
(EQ)/g de amostra em base seca. O mesmo autor, ao comparar diferentes produtos oriundos
da soja, incluindo o extrato hidrossollvel de soja em p6 adquirido no comércio local,
encontrou valores de 0,555 a 0,714mg de EQ/g de amostra, o que indica uma grande
concentracdo de compostos solUveis em agua.

Ainda se considerando a possibilidade ndo s6 do aumento quantitativo dos
componentes fenolicos, mas também sua maior disponibilidade para solubilizagdes, conforme
discutido por Jiang, Cai, Xu (2013), na Figura 6 permite-se a observacdo da mudanga no
comportamento de solubilidade dos componentes flavonoides entre os grdos nao germinados
e germinados. No caso dos gréos ndo germinados observa-se uma menor taxa de solubilizagédo
na primeira extracédo (cerca de 54%) e que, ainda na terceira extragéo, seguiu-se solubilizando
parte significativa dos flavonoides (32%), enquanto que para 0Ss grdos germinados
praticamente ja se haviam esgotados os compostos passiveis de extracdo no terceiro ciclo
(Figura 6).

Uma das possibilidades de explicacdo para tais observacdes nestes perfis de
solubilidade pode estar associada as observacgdes realizadas por Gu et al (2017). Estes autores
observaram ligeiro aumento de isoflavonas, uma das principais representantes do grupo dos
flavonoides, durante o periodo de germinacdo, e indicam que seria coincidente com a
alteracdo do perfil dos metabdlitos secundarios onde as isoflavonas sdo hidrolisadas
enzimaticamente durante a germinacdo em angliconas de isoflavonas (genisteina, daidzeina),
formas que sdo mais solUveis e facilmente absorvidas pelo organismo e podem estar
positivamente relacionadas com a disponibilidade melhorada.

Nos estudos com a cultivar de soja Prosoy, realizados por Kumari, Chang (2016),
houve aumento de 77%, no teor de flavonoides durante o periodo de germinacdo. Os autores
reportaram esse aumento ao fato de obterem um aumento de 126% de daidzeina e 587% de
genisteina.

Paucar-Menacho et al (2010), quando estudou farinhas germinadas obtidas da cultivar
de soja BRS 258, identificou em suas amostras um teor de isoflavonas de 2,22mg/g de
amostra para a farinha obtida de grdos ndo germinados. Destas, 0,23mg/g de amostra foram
representados pelas fragfes de agliconas (daidzeina, glicitina e genisteina). Para as amostras

germinadas, o teor de isoflavonas total variou de 2,33 para 2,95mg/g de amostra, indicando
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um aumento no teor de isoflavonas. Relataram ainda que o maior aumento ocorreu quando a
soja foi germinada por 63h a 30°C, chegando a 153,93%, e atribuem esse aumento a hidrélise
dos glucosideos durante o processo de imersdo e germinacdo, que contribuiu para 0 aumento
da genisteina em 205,84% na farinha obtida a partir de grdos germinados em relacdo a farinha
obtida de gréos ndo germinados.

O teor de isoflavonas nos grdos de soja pode variar de acordo com a parte do gréo
analisada, segundo Quinhone-Junior, Ida (2014) quando estudaram o efeito da germinacao na
cultivar de soja BRS 284.Nas diferentes partes do grdo (cotilédone e eixo embrionario),
relataram que a glicidina ndo foi detectada nos cotilédones germinados e que até o periodo de
72h de germinacdo o teor de daidzeina e genisteina diminuiram 1,5 e 4,2 vezes, seguido de
um aumento de 1,7 e 2,5 vezes entre 72 e 168h, respectivamente.Os autores sugerem que essa
diminuicdo de daidzeina e genisteina pode estar associada a translocacdo destas isoflavonas
dos cotilédones para o eixo embrionario. O teor total de isoflavonas nos cotilédones foram de
1,4 a 2,1 vezes maior ap0s 72 e 168h de germinacdo, respectivamente. Para 0s eixos
embrionarios os autores determinaram uma diminuicédo de 1,6 vezes até o periodo de 120h de
germinacdo, com aumento de 1,5 vezes até o periodo de 168h de germinacédo para a daidzeina.

Silva et al (2012), ao analisarem diferentes cultivares de soja (BRS 284, BRS 257,
BRS 216 e BRS 267), em diferentes partes do gréo, determinaram para a cultivar BRS 257
2,94mgde isoflavonas totais /g no gréo inteiro, 18,67mg/g para o hipocétilo, 2,55mg/g para os
cotilédones e 1,02mg/g para a casca. Os autores ressaltaram que esse maior conteldo no
hipocétilo, muitas vezes leva a industria a utilizar apenas essa parte do grdo para o
processamento de produtos e que na casca nao deveria conter isoflavonas, porém pelo fato do
descasque mecanico ndo ser tdo eficiente quanto o manual, partes do cotilédone e hipocotilos
sdo transferidas para a casca.Os autores salientam ainda que essa transferéncia ndo € uma total
desvantagem, j& que as cascas sdo usadas como fonte de fibras. Para as formas glicosiladas,
apresentaram na BRS 257 2,83mg/g para o gréo inteiro, 18,37mg/g para o hipocotilo,
2,47mg/g para o cotilédone e 1,01mg/g para a casca. Para as formas agliconas, para a mesma
cultivar, apresentam 0,11mg/g para o grdo inteiro, 0,29mg/g para o hipocétilo, 0,08mg/g para

cotilédone e 0,01mg/g para a casca.

5.5 Determinacéo do Potencial Antioxidante

Dentre os componentes fenolicos e flavonoides, hd compostos que apresentam

capacidades antioxidantes varidveis. A maior ou menor presenca quantitativa destes
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componentes nos extratos pode impactar no potencial antioxidante desses extratos, seja pela
alteracdo da quantidade total, seja pela alteracdo da composicdo desse conjunto de
componentes. A determinacdo de atividade antioxidante dos extratos foi realizada e seus

resultados expressos nas tabelas 7 e 8.

Tabela 7. Atividade antioxidante de gréos de soja (var BRS 257) em diferentes tempos de

germinacdo, com uso de reagente ABTS.

Tempo de Atividade antioxidante

Tratamento  Germinacédo (em pmols de equivalente de trolox/g de graos)

(horas) Extrato Aquoso Extrato Etanolico
Base Umida Base Seca Base Umida Base Seca
1 0 30,37°+0,51 33,890+ 046  22,04°+0,553  24,60%¢ + 0,59
2 8 10,069 +0,13 24,39% 0,26 11,45+ 0,17  27,77°" +0,42
3 32 20,54%+109  48,86°P+212  17,94"+0,17 42,68 +0,4
4 56 13,951+0 4 30,69%+ 0,73 10,819+ 0,39  23,78%" +0,86
5 80 15,47°9+0,13 38,05%+ 0,27  17,02%%+ 122  41,85%°+2,99
6 104 22,06"+1,31  42,85%+207  16,14%+0,64  31,33%+125
7 200 15,8291 +0,88  44,85"%+ 2,03  14,90°+ 0,42 42,2241 2

Fonte: Elaborada pela autora, 2017. Valores expressos como média + desvio padrdo. Médias seguidas de letras
iguais ndo diferem entre si ao nivel de significancia de 5%, pelo teste de Tukey.

Considerando a atividade antioxidante presente nos extratos aquosos expressa em base
umida, com o uso do ABTS para os diferentes tempos de germinacdo, vé-se pela Tabela 7
acima que o grdo sem germinar apresentou a maior atividade antioxidante. Entretanto, quando
se expressam os resultados em base seca, observa-se que a maxima atividade antioxidante se
associa ao tempo de 32h de germinacdo, voltando aos niveis do tempo Oh nos tempos de 56 e
80h, e elevando-se novamente ao maximo nos tempos de 104 e 200h de germinacéo.

Tratando-se dos extratos etandlicos, observa-se pelos valores expressos em base imida
que a maior atividade antioxidante se associa ao grao sem germinar (tempo 0h), oscilando nos
demais tempos, mas mantendo-se em niveis inferiores ao tempo Oh. Provavelmente isso é
reflexo do menor teor de umidade da amostra relativa ao grdo sem germinar, quando
comparada com 0s gréos germinados, apresentando uma maior concentracdo de compostos
antioxidantes por uma mesma unidade de massa. Expressando os resultados em base seca
observa-se mudanca deste perfil, com uma oscilacdo de valores ao longo do tempo de
germinacdo, atingindo um nivel maximo no tempo de 32h, decaindo no tempo de 56h ao nivel

do tempo Oh, aumentando na sequéncia — mas sem ultrapassar o nivel maximo ja atingido no
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tempo de 32h. Esses resultados para os extratos etandlicos confirmam o observado para o
extrato aquoso, ou seja, 0 maximo da atividade antioxidante nos extratos ocorreu com 32h de
processo de germinacéo.

A agua participa de todos os processos metabdlicos estando presente em maior ou
menor concentracdo, dependente do local e da reacdo que esteja ocorrendo, quando ocorre a
quebra dos nutrientes de reserva ha um acumulo de solutos nos cotilédones e aumento de
massa seca no eixo embrionario (MOREIRA, 2015). Partindo do principio que 0s compostos
com potencial antioxidante sdo majoritariamente representados pelos compostos fendlicos e
estes fazem parte do sistema de defesa e crescimento das plantas e acumulam-se nos tecidos
embrionarios (NACZK, SHAHIDI, 2004; MOREIRA, 2015), levanta-se a hip6tese de que a
partir do tempo 32h, com o surgimento do eixo embrionario e aumento da massa seca nesse
eixo, favorece o0 aumento dos compostos com potencial antioxidante.

As figuras 8 e 9, indicam que 0s componentes responsaveis pela atividade antioxidante
dos extratos sdo facilmente solubilizdveis em meios aquosos e etandlicos,sendo as maiores
deteccdes alcancadas logo nas primeiras extracdes para todos os tempos de germinagédo e

meios extratores.

Figura 8. Atividade antioxidante de gréos de soja (var BRS 257) em diferentes tempos de
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Fonte: Elaborado pela autora, 2017. Percentuais relativos ao total de composto extraido nas trés extracdes.
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Figura 9. Rendimento das extracGes para determinacdo do potencial antioxidante, para o
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Fonte: Elaborado pela autora, 2017. Percentuais relativos ao total de composto extraido nas trés extracdes.

Quando os ensaios de atividade antioxidante foram realizados com uso de reagente
DPPH, somente os extratos etandlicos foram possiveis de serem submetidos ao ensaio, ao
contrario do ensaio que se utiliza de ABTS, ja que no ensaio com uso de DPPH a proporcao
de amostra a ser utilizada na reacdo é cerca de 10 vezes superior, com suas caracteristicas
impactando muito mais no ensaio — ou seja, a turbidez da amostra de extrato aquoso foi um
fator interferente na metodologia impedindo a passagem de luz no espectrofotdmetro e
impossibilitando uma leitura real. Acredita-se que o0s resultados para 0s potenciais
investigados no extrato aquoso apresentariam comportamento similar aos determinados com o
uso do ABTS*. Sendo assim, na Tabela 8 sdo apresentados os dados referentes apenas as

atividades antioxidantes dos extratos etanélicos.

Tabela 8. Atividade antioxidante de gréos de soja (var BRS 257) em diferentes tempos de

germinacdo, com uso de reagente DPPH.

Tratamento Tempo de Atividade antioxidante
Germinacéo (em pumols de equivalente de trolox/g de graos)
(horas) Extrato Etanodlico
Base Umida Base Seca
1 0 2,10°+ 0,01 2,347+ 0,01

2 8 0,81% 0,03 1,979 0,08
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3 32 1,20°+ 0,03 2,84%c+ 0,07
4 56 1,16%+ 0,06 2,54%+ 0,13
5 80 1,73+ 0,06 4,25+ 0,16
6 104 1,60%+ 0,03 3,11%+ 0,07
7 200 1,28%+ 0,06 3,62+ 0,16

Fonte: Elaborada pela autora, 2017. Valores expressos como média + desvio padrdo. Médias seguidas de letras
iguais ndo diferem entre si ao nivel de significancia de 5%, pelo teste de Tukey.

Em termos de atividade antioxidante com o uso do DPPH, para os extratos etanolicos
com os dados expressos em base umida o resultado relativo ao tempo Oh apresentou
significativamente o maior nivel de atividade antioxidante (Tabela 8),0 que confirma o
encontrado nos resultados dos extratos etanolicos utilizando-se o ABTS, influenciado pelo
menor teor de umidade da amostra. Os resultados expressos em base seca indicam que, em
relacdo ao tempo Oh, a atividade antioxidante diminui no tempo 8h e depois aumenta
significativamente, alcancando um maximo com 80h de germinacédo.Esses resultados indicam
0 efeito da germinagdo no aumento da atividade antioxidante dos extratos, mas com 0 uso
doDPPH foi encontrada atividade antioxidante méxima no tempo de 80h e ndo no tempo de
32h como o observado com o uso do ABTS.

Os ensaios com DPPH se mostram menos sensiveis do que o ensaio realizado com uso
de ABTS, conforme se observa pelos valores apresentados nas Tabelas 7 e 8. Embora sejam
inferiores aos valores da Tabela 7, ainda apresentam a mesma tendéncia de aumento para as
amostras a partir do terceiro tempo de germinagao.

Xu, Chang (2007), ao analisarem grdos de soja amarela e preta, encontraram teores de
1,96 e 13,39 umol de equivalentes de Trolox/g de amostras em base seca, respectivamente.
Bolanho (2010) apresentou resultados de 3,5 a 4,4umol/g de amostra em base seca para 0s
extratos aquosos em p6 comerciais. Valores proximos aos aqui observados (Tabela 8).

Os perfis de extracdo expressos na figura 10 também reforcam que os componentes
com atividade antioxidante das amostras sdo facilmente extraidos, com altos teores ja obtidos

na primeira extracao.
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Figura 10. Rendimento das extragdes para determinacdo do potencial antioxidante, para o
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Fonte: Elaborado pela autora, 2017. Percentuais relativos ao total de composto extraido nas trés extracdes.

Para uma melhor visualizacdo dos potenciais antioxidantes dos compostos encontrados
nos extratos de soja nos diferentes tempos de germinacgdo, foram expressos os indices PAOXI
e FLAOXI, quando de fato se expressa o potencial antioxidante por massa de compostos
fenolicos totais ou flavonoides (Tabela 9).

Tabela 9. indice de atividade antioxidante de fendlicos e flavonoides dos extratos aquosos e
etanolicos de graos de soja (var BRS 257) em diferentes tempos de germinacdo em pmols em

equivalente de Trolox/g de composto.

Tratamento Tempo de PAOXI* FLAOXI**
Germinacéo Extrato Extrato Extrato Extrato
(horas) Aquoso Etandlico Aquoso Etanolico
1 0 16,69 16,70 16,29 20,99
2 8 8,71 18,17 6,11 20,09
3 32 9,62 18,69 5,88 21,61
4 56 9,87 17,16 6,33 20,02
5 80 9,33 18,50 7,15 22,69
6 104 12,24 18,13 16,80 21,24
7 200 9,06 16,20 5,94 16,93
Fonte: Elaborado pela autora, 2017. *PAOXI = indice de atividade antioxidante de fendlicos (atividade

antioxidante com uso de ABTS/Total de compostos fendlicos em 1 grama de grdos); FLAOXI = indice de
atividade antioxidante de flavondides (atividade antioxidante com uso de ABTS/Total de compostos flavondides
em 1 grama de gréos).
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De acordo com os indices expressos na Tabela 9, pode-se observar que, de maneira
geral, os compostos presentes nos extratos aquosos dos grdos apds sua germinacao
apresentavam um potencial antioxidante inferior ao dos grdos ndo germinados, com exce¢do
apenas para o potencial do conjunto dos flavonoides presentes no extrato do tratamento 6 de
germinagdo (104 h de germinagao), que se apresentou levemente acima do indice dos extratos
de grdos ndo germinados (16,80 contra 16,29, respectivamente). Outra observacao
interessante é com relacdo aos valores alcancados pelos extratos etandlicos, embora o foco
deste trabalho seja o perfil dos extratos aquosos (material para possivel elaboracao de produto
alimenticio). Como observado na Tabela 9, os valores obtidos para os indices dos extratos
etanolicos foram todos superiores aos encontrados para os extratos aquosos. Considerando-se
0 ja anteriormente observado para os resultados de quantidades de componentes fendlicos e
flavonoides nos extratos (Tabela 5 e 6), quando existia uma tendéncia para valores mais
baixos de totais de componentes extraidos em solu¢do aquosa, pode-se considerar estes dados
dos indices expressos na Tabela 9, como indicativos de que aqueles compostos extraidos pelo
meio etandlico sdo mesmo qualitativamente diferentes daqueles extraidos em meio aquoso, ou
seja, embora o etanol tenha extraido menos compostos, este meio foi mais seletivo para 0s
componentes que de fato apresentavam potencial antioxidante. Esta observacdo é reforcada
pelos dados da Tabela 10, onde os dados de correlagcdes entre os resultados apresentados

foram reunidos.

Tabela 10. CorrelacBes entre os componentes fendlicos e atividades antioxidantes para 0s

extratos aquosos e etanolicos de soja BRS 257.

r*** p****
Fenodlicos X Flavondides b.u.* 0,560081 0,1910
Fendlicos X Flavongides b.s.** 0,897698 0,0061
8
S FenolicosX ABTS b.u.* 0,677497 0,0945
s Fendlicos X ABTS b.s.** 0,792002 0,0338
T
ai Flavondides X ABTS b.u.* -0,03621 0,9386
Flavondides X ABTS b.s.** 0,563591 0,1876
9= Fendlicos X Flavondides b.u.* 0,966519 0,0004
g S 8| Fendlicos X Flavondides b.s.** 0,978345 0,0001
Ll
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Fendlicos X ABTS b.u.* 0,97398 0,0002
Fenolicos X ABTS b.s.** 0,9661 0,0004
Flavondéides X ABTS b.u.* 0,918141 0,0035
Flavonoides X ABTS b.s.** 0,913487 0,004
Fendlicos X DPPH b.u.* 0,8494 0,0156
Fendlicos X DPPH b.s.** 0,757545 0,0486
Flavondides X DPPH b.u.* 0,7395 0,0575
Flavondides X DPPH b.s.** 0,65664 0,1091

Fonte: Elaborada pela autora, 2017. * b.u. = base Umida, ** b.s. = base seca, *** r= coeficiente de correlagéo,
**** n=nivel de significancia (significativo se p< 0,05).

Os dados de correlagdes expressos na Tabela 10 demonstraram que os dados de
extratos etandlicos sdo significativamente superiores aos dos extratos aquosos. Em verdade,
guando os extratos aquosos de soja foram analisados, somente se pode estabelecer uma
correlacdo quando a atividade antioxidante é considerada para a relagdo entre os dados de
fendlicos totais e ABTS em base seca (r=0,7920 e p=0,0338). Para as demais, 0s valores de p
foram superiores a 0,05.

Ressalta-se que 0 extrato agquoso tem um potencial de solubilizacdo de outros
componentes solUveis em &gua, como proteinas que podem de fato conter componentes
fendlicos, aminodcidos de cadeia lateral aromatica(que ndo apresentariam a mesma
capacidade de acdo antioxidante do que outros compostos fendlicos), e as proprias isoflavonas

ja citadas anteriormente.

6 CONCLUSAO

Os resultados desse trabalho demonstraram que o processo de germinacdo da cultivar
de soja BRS 257, que ja é uma soja com caracteristica melhorada para atender a inddstria de
alimentos por se tratar de uma cultivar livre de lipoxigenase, pode ser uma matéria prima em
potencial para o desenvolvimento de novos produtos, e que esse processo foi refletido para o
extrato aquoso em sua forma bruta (sem processamento prévio), haja vista que o processo de
germinacdo claramente altera o perfil de componentes dos graos.

As proteinas tiveram seus perfis de extrabilidade aumentado e os resultados indicam
que houve uma pré-hidrélise dessas proteinas aumentando o nimero de ligagdes peptidicas

rompidas, provavelmente colaborando para esse aumento de percentual de solubilizacéo.
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Compostos bioativos que antes ndo eram considerados e atualmente sdo, por
apresentarem inimeros beneficios para a saude(como os compostos fendlicos, flavondides e
compostos com potenciais antioxidantes) também foram aumentados pelo processo de
germinacdo, refletindo no extrato aquoso que apresentou aumento na concentracdo desses
componentes.

Os resultados obtidos por esse trabalho, representam uma base para estudos futuros
objetivando o melhoramento e inovacdo de produtos alimentares, obtidos a partir de extrato

aquoso de soja germinada, podendo fixar o tempo de germinacdo para novos estudos em 32h.
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