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RESUMO: Este trabalho teve por objetivo avaliar a extragdo protéica do farelo de soja em soro de leite bovino,
pela aplicagdo de modelo estatistico multivariado compreendido por fatorial completo 2* experimentos. A influéncia de
trés variaveis de controle foram consideradas: temperatura, pH e porcentagem de cloreto de sddio contra uma varidvel
resposta especifica do processo (porcentagem de extragdo protéica). Observou-se que, durante a extragdo protéica em
funcdo do tempo e temperatura, o tratamento a 80°C por 2h apresentou maior teor de proteinas totais (5,99%). O aumento
na extracdo protéica foi maior em funcido do maior tempo de exposicdo ao aquecimento. Logo, o ponto de méaximo da
fungdo que expressa a extragdo protéica foi analisada por planejamento fatorial 2°. Pelos resultados obtidos, foi notado que
todas as variaveis foram determinantes na extragdo. Apos analise estatistica por superficie de respostas, verificou-se que os
parametros adotados para pH, temperatura e porcentagem de cloreto de sodio, ndo foram suficientes para a otimizagao do
processo extrativo, visto que nao foi possivel obter o ponto de inflexdo da fung@o, mas que, por outro lado, o modelo

matematico foi significativo, como também preditivo.
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INTRODUCAO

O Brasil possuia, em 2007, cerca de dois mil
laticinios, com um faturamento de aproximadamente
15 bilhdes de reais, os quais representam 8% do
faturamento total do setor alimenticio brasileiro
(IMA, 2007), com uma produgdo leiteira de
aproximadamente 23 milhdes de toneladas
(EMBRAPA, 2006).

Nas ultimas décadas, numerosas pesquisas
vém demonstrando as qualidades nutricionais das
proteinas do soro do leite. Evidéncias recentes
sustentam a teoria de que as proteinas do soro, além
de seu alto valor bioldgico contém peptideos ativos,
que atuam como agentes antimicrobianos, anti-
hipertencivos, reguladores da fun¢do imune e fatores
de crescimento (HARAGUCHI et al., 2006). O soro
de leite ¢ um liquido amarelado obtido a partir da
produgdo de queijos e representa cerca de 90% do
peso do leite utilizado na elaborag@o de queijos, com
6,0 a 6,4% de extrato seco. Logo o soro de leite ¢
uma fonte alimentar importante, que por muito
tempo foi considerado como subproduto sem
qualquer utilidade (AMIOT, 1991). Os componentes
de maior importancia sdo as proteinas (BAGALDO
et al., 2001) e pelo fato da proteina ser o
componente mais caro das formulagdes de

sucedaneos do leite, a soja tem sido vista, hd muito
tempo, como uma alternativa na formulacdo de
sucedaneos de leites comerciais (QUIGLEY,
2001a). Quando apropriadamente formulado,
processado, misturado ¢ destinado a alimentagao,
sucedaneos de leite podem fornecer um desempenho
similar daquele oferecido pelo leite materno
(QUIGLEY, 2001b).

O processamento da soja e sua difusdo por
meio de produtos de consumo cada vez mais
praticos acompanham as tendéncias internacionais,
visando atingir segmentos de maior renda (BELIK,
1994). Neste sentido, o extrato hidrossolivel de soja
(EHS) por ser uma bebida protéica de alto valor
nutritivo, representa importante alternativa para a
nutricdo em geral, particularmente como alimento
protéico suplementar, onde o leite bovino apresenta
um custo mais alto, ou mesmo, pela sua
indisponibilidade (WANG et al., 1999). Logo, a
viabilidade tecnoldgica e nutricional do uso do soro
de leite como meio liquido de extragdo, em
substituicdo a agua, na elaboracdo de EHS, resulta
num produto de maior valor nutricional ¢ com um
sabor mais agradavel. O uso do soro de leite na
formulagdo de alimento suplementar ao leite, além
de aumentar o teor protéico, surge como uma
solugdo para a reducdo da poluicdo por ele causada,
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na medida em que ¢ desviado para o processamento
desses produtos. Dessa forma, tém-se desenvolvido
produtos com reduzida adstringéncia natural da soja
melhorando o sabor do extrato hidrossoluvel obtido
(PRUDENCIO; BENEDET, 1999).

Neste sentido, neste trabalho, foi aplicado
um modelo estatistico multivariado compreendido
pelo fatorial completo 2° e analise em superficie de
respostas no intuito de obter os parametros da
extragdo protéica do farelo de soja com soro de leite
bovino como solvente de extracgio.

MATERIAL E METODOS

Cultivares de soja

Foram utilizados quatro cultivares de soja,
em estadios de maturag@o comercial, fornecidas pela
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
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(CNPSo-EMBRAPA, Londrina/PR.) escolhidas
devido as suas disponibilidades no mercado local,
teor de proteina e area de adaptacdo. No entanto, a
cultivar BRS213 foi a cultivar escolhida para os
testes conclusivos devido ao melhor desempenho na
extragdo protéica e por ndo apresentar o sistema
enzimatico de lipoxigenases, o qual ¢ responsavel
por promover sabor caracteristico de soja (Tabela
1).
Soro de leite

O soro de leite utilizado foi fornecido pela
Fazenda Experimental da Universidade Norte do
Parana (Tamarana, PR.). Neste trabalho foi utilizado
soro de leite resultante da fabricacdo de queijo tipo
Minas Frescal. Apos coleta do soro de leite foi
submetido ao processo de pasteurizagdo do mesmo
em pasteurizador de placas.

Tabela 1. Porcentagem de proteina total e umidade média das diferentes cultivares de soja, em base integral.

Cultivares Proteinas, % m/m Umidade média, %
BRS183 424 54,1
BRS184 37,4 52,2
BRS213 373 58,5
BRS257 39,2 56,6

Efeito do tempo na extracdo protéica

Para verificar a capacidade de extragdo de
proteinas do farelo de soja em soro de leite bovino
foran desenvolvidos testes preliminares ao
planejamento fatorial com o intuito de avaliar as
melhores faixas de temperatura para a extracdo. O
pH foi mantido na neutralidade, sendo mantido o pH

natural (pH 6,410,1) do soro de leite empregado no
estudo. Utilizando-se 50 g do farelo de soja BRS213
em 200 mL de soro de leite bovino. Amostras de 5
mL do sobrenadante foram coletadas a cada
intervalo de tempo conforme descrito na Tabela 2.

Tabela 2. Extragdo protéica do farelo de soja com soro de leite bovino.

Tratamentos Condig¢des do tratamento

T1 Soja em soro a 25°C (t = Oh)
T2 Soja em soro a 25°C (t = 24h)
T3 soja em soro por 1h (T =30°C)
T4 soja em soro por 2 h (T =50°C)
T5 soja em soro por 3 h (T = 80°C)
T6 soja em soro a 80°C por 1h
T7 soja em soro a 80°C por 2h
T8 soja em soro a 80°C por 3h

Apbs coleta das amostras, foi feita a
dosagem a partir do método de Kjeldahl das
proteinas solubilizadas nos sobrenadantes recolhidos
apos centrifugacao a frio (5°C) por 20 min a 3000 g.

Extracdo protéica com fatores multivariados

O extrato hidrossoluvel de soja (EHS) foi
obtido utilizando 10g do farelo de soja cultivar
BRS213 em 40 mL de soro de leite bovino. A

influéncia de diversos fatores no rendimento da
extragdo protéica da soja com soro de leite bovino
foi verificada por meio de planejamento fatorial
constituido de 2° experimentos com seus pontos
centrais e adjacentes. Foi considerada para este
sistema, a influéncia de trés variaveis de controle:
temperatura (X;), pH (X;) e porcentagem de cloreto
de sédio (X3;) em uma variavel resposta especifica
do processo (porcentagem de extracdo protéica).
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Todas as analises foram efetuadas de maneira
randomica e, a Tabela 3 apresenta os valores
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codificados e reais do planejamento fatorial.

Tabela 3. Matriz com os pardmetros codificados e reais do planejamento experimental completo 2°.

Ensaios X, X, X3 Temperatura, °C pH %NaCl
1 -1 -1 -1 60 4,0 2,0
2 +1 -1 -1 80 4,0 2,0
3 -1 +1 -1 60 10,0 2,0
4 +1 +1 -1 80 10,0 2,0
5 -1 -1 +1 60 4,0 6,0
6 +1 -1 +1 80 4,0 6,0
7 -1 +1 +1 60 10,0 6,0
8 +1 +1 +1 80 10,0 6,0
9 0 0 0 70 7,0 4,0
10 0 0 0 70 7,0 4,0
11 0 0 0 70 7,0 4,0
12 2 0 0 56 7,0 4,0
13 +12 0 0 84 7,0 4,0
14 0 2 0 70 2,8 4,0
15 0 +12 0 70 11,2 4,0
16 0 0 2 70 7,0 1,2
17 0 0 +12 70 7,0 6,8
18 0 0 0 70 7,0 4,0
19 0 0 0 70 7,0 4,0

Codigos: X, temperatura (°C); X,: pH e X3: concentragdo de cloreto de sodio (%).

A andlise estatistica dos resultados foi
realizada utilizando-se o programa STATISTICA
versdo 6.0 (STATSOFT, 2001). Modelos foram
determinados por regressdo linear pelo método de
superficie de respostas, aplicada aos resultados
experimentais obtidos nos planejamentos fatoriais.

Andlise de composicao centesimal

Para a determinacdo da umidade, as
amostras foram pesadas e aquecidas em estufa
(FANEM) a 105-110°C até obtengdo de massa
constante. O teor de nitrogénio total foi determinado
pelo método de Kjeldahl AOAC 16.036 utilizando-
se o fator 6,38 para conversao do nitrogénio total do
soro de leite em proteinas totais. O fator 6,25 foi
empregado para conversdo de nitrogénio total da
soja em proteinas totais. Os carboidratos totais
foram determinados pelo método do fenol-sulftrico
(DUBOIS et al., 1956). Os fendlicos totais foram
determinados segundo a metodologia descrita por
Nozella (2001), solidos totais AOAC 16.032 e
cinzas AOAC 16.035. As analises de todas as
amostras foram realizadas em triplicata e efetuadas
as médias e desvios-padrio relativos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A soja BRS 213 foi escolhida a partir da
analise de proteinas totais por Kjeldahl como se

pode verificar na Tabela 1. O cultivar foi
recomendado por se tratar de um cultivar com alto
teor de proteinas. Segundo a EMBRAPA (2007), a
cultivar BRS213, entre as cultivares, ¢ indicado para
alimentacdo humana, nfo apresenta lipoxigenases
responsaveis pelo desenvolvimento de sabor
desagradavel, permitido a obtengdo de produtos com
melhor qualidade e sabor. Apresenta cor amarela no
hilo, o que resulta na obtengdo de EHS com
coloragdo clara. Apresenta resisténcia a doengas tais
como, cancro da haste, mancha ‘“olho de ra”,
podriddo parda da haste, nematoide de galha. Sua
area de adaptagdo compreende os estados do Parana,
Séo Paulo e Santa Catarina.

Os processos de extragdo protéica da soja
podem influenciar diretamente no rendimento deste
processo extrativo. Segundo Capobiango et al.
(2006), diferentes processos, utilizando solventes na
extragdo protéica sdo relatados na literatura, nos
quais fatores como concentracdo e tipo de solvente,
temperatura ¢ tempo da extragdo variam com o
intuito de aumentar a eficiéncia do processo, no
entanto, o método escolhido terd efeitos
significativos nas suas propriedades. Por exemplo, o
tratamento alcalino das proteinas pode provocar a
sua desnaturacdo pela desestabilizagdo das
estruturas terciarias e facilitar sua solubilizacdo. Por
outro lado, o pH alcalino pode aumentar as chances
de racemizac¢do dos aminoacidos e sua desnaturacao,

Biosci. J., Uberlandia, v. 25, n. 2, p. 171-180, Mar./Apr. 2009



Método multivariado...

levando a formagdo de novos compostos que
poderiam alterar as propriedades nutricionais e
funcionais das proteinas.

Como visto, a escolha do processo de
extragdo protéica também & um passo decisivo para
o sucesso do projeto de trabalho e, para tal foi
empregado sistemas de extracdo em solucdo de soro
de leite bovino em 4gua (94% de umidade, em
média). Os processos mais utilizados empregam a
hidratacdo dos graos de soja em agua, como o0s
processos da Vaca-Mecanica, Sojamac (2007) ou
Agrilactor (2007), sendo estes processos seguidos
ou ndo de aquecimento para promover a
solubiliza¢ao das proteinas.

No entanto, os teores de proteinas
encontrados para estes extratos de soja s@o baixos
quando comparados aos teores encontrados em
outros alimentos reconhecidamente como fontes de
proteinas. Dado a este fato, neste trabalho buscou-se
aproveitar o efeito acido do soro de leite bovino na
extracdo de proteinas da soja associado ao
incremento protéico obtido com este soro de leite. A
analise do teor de proteinas totais do soro de leite

OH
OH
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bovino revelou um teor de 0,75 a 1,05% (m/m).
Neste trabalho, empregou-se um soro de leite
bovino com um teor de 0,9% de proteinas totais.

Os resultados relativos a analise centesimal,
para determinar qual o melhor tratamento para
extragdo de proteinas, carboidratos, umidade, cinzas
e fenolicos totais do farelo de soja com soro de leite
foram descritos na Tabela 4.

Conforme a Tabela 4 pode-se observar que a

quantidade de fendlicos totais maxima foi de 8,1 g/L
(Tratamento 6; 80°C por 1h). Nos Tratamentos
seguintes houve uma queda em sua concentracdo.
Pelos resultados obtidos pdde-se observar que os
valores de fendlicos totais apresentaram um
aumento significativo (p<0,05) até o Tratamento 6
e, posteriormente, houve uma ligeira queda nos
teores.
A natureza quimica dos principais compostos
fenolicos encontrados em soja, como ©Os
isoflavondides  (Figura 1), apresenta uma
caracteristica levemente polar, o que pode explicar
sua dissolugdo em solucdo aquosa de soro de leite
durante o tratamento térmico.

glicosilada !

Figura 1. Estrutura quimica planar de isoflavondides de soja (Aguiar et al., 2007a; Aguiar, 2002).

Aguiar et al. (2007b) analisaram a
distribuicdo de isoflavonoides em soja e constataram
que o hipocdtilo contém grande concentragdo destes
compostos. No presente trabalho, as amostras de
soja foram preparadas pela moagem dos graos
intactos do cultivar BRS213 de soja, o qual
englobava grande quantidade do hipocétilo.

A porcentagem de proteinas extraidas
alcancou o valor de 5,99% no Tratamento 7 e,
depois voltou a diminui no Tratamento 8. O
aumento nos teores de proteina é devido a sua
solubilidade no soro de leite bovino em solugdo
aquosa, influenciada pelo aumento da temperatura
de cozimento, a qual foi de 80°C para o Tratamento
7.

A soja ¢ a principal e a melhor fonte de
proteina de origem vegetal, possuindo duas vezes
mais proteinas que a carne bovina. Porém, sua
equivaléncia protéica ndo é a mesma das proteinas
do ovo ou carne, além de ser deficiente em dois
aminoacidos essenciais. Uma das grandes vantagens
da proteina de soja ¢ seu custo, o qual pode chegar a
ser dezoito vezes mais barata que outras fontes
protéicas (PAES, 1994), além de ser abundante no
territdrio brasileiro.

Observou-se que a quantidade de
carboidratos totais oscilou ao longo do tratamento
térmico para a extracdo protéica do farelo de soja
em soro de leite bovino. O valor maximo obtido foi
de 150,9 g/L, no Tratamento 8 (3 horas a 80°C).
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Tabela 4. Efeito do tempo e temperatura na extra¢do de proteinas do farelo de soja com soro de leite bovino.

Tratamentos
Composicao Pré-aquecimento Aquecimento a 80°C
1 2 3 4 5 6 7 8
Proteinas totais (%, m/m) 1,39 +£0,26 f 1,72+0,41f 1,85+£0,25f 2,46+0,18¢ 5,06+0,05b 4,37+0,10d 5,99 +0,66a 4,89 =+0,07c
Carboidratos totais (g/L) 109,78+0,03 133,94 +0,06 91,43 +0,03 138,15 107,87 114,42 109,55 150,90
& d b f +0,03 b +0,02 e +0,02 ¢ +0,01 d +0,08 a
Fendlicos totais (g/L) 2,43+0,01 g 3,36+0,02f 3,92+0,03e¢ 4,57+0,03d 5,24+0,05¢ 8,13+0,32a 555+40,11b 5,61=+0,06b
Sélidos totais (%) 6,2+0,1 b 5,8+0,2 ¢ 6,3+0,1 b 6,2+0,1 b 6,2+0,1 b 5,5+0,1 ¢ 3,0+0,1d 9,7+0,3 a
Cinzas (%) 0,6£0,1 ¢ 0,6+0,1 ¢ 0,6+0,1 ¢ 0,7+0,1 bc 0,9+0,1b 1,0£0.2 b 0,6+0,1 ¢ 1,9+0,2 a

Tratamento 1: soja em soro a 25°C (t = Oh); Tratamento 2: soja em soro a 25°C (t = 24h); Tratamento 3: soja em soro por 1h (T = 30°C); Tratamento 4: soja em soro por 2 h (T = 50°C); Tratamento 5:
soja em soro por 3 h (T = 80°C); Tratamento 6: soja em soro a 80°C por 1h; Tratamento 7: soja em soro a 80°C por 2h; Tratamento 8: soja em soro a 80°C por 3h. Valores médios, em triplicata,
seguidos de mesma letra, a direita e mesma linha, ndo diferem significativamente pelo Teste de Tukey, num intervalo de confianga de 95%.
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Nos graos de soja sdo encontradas pequenas
quantidades de carboidratos simples, 20% do total
de carboidratos, sendo os principais a sacarose, a
estaquiose e a verbascose. A maior quantidade
(80%) dos carboidratos da soja ¢ constituida pela
celulose, hemicelulose e, em menor quantidade, pela
pectina (PAES, 1994). Como se pode observar, os
carboidratos encontrados na soja, uma parte dos
carboidratos da soja, sdo aqueles soliiveis em agua,
tais como sacarose, estaquiose e verbascose.
Adicionalmente, o aquecimento tem a capacidade de
promover a dissolu¢do de macromoléculas em meio
aquoso. Por outro lado, a por¢ao precipitada, que se
observa no final do tratamento térmico, pode ser
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devido a precipitacao de celulose ou hemicelulose
do farelo de soja.

De acordo com a Tabela 4, a umidade
maxima foi observada durante o Tratamento 7
(97,0%) e a minima no Tratamento 8 (90,3%). Para
os valores de cinzas, o Tratamento § apresentou
porcentagem maxima (1,9%), enquanto que os
Tratamentos 1 e 2 apresentaram teores minimos de
cinzas (0,6%, ambos).

Na Figura 2 foi apresentado o teor de
proteinas extraido nos dezenove tratamentos que
compreendiam o planejamento fatorial 2° para a
extragdo de proteinas da soja em soro de leite
bovino.

Proteina, %

1 2 3 4 5 6 7 8

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Tratamentos

Figura 2. Resultados da extragdo protéica do farelo de soja com soro doce de leite bovino pelo planejamento

fatorial 2°.

A porcentagem de proteinas em cada
tratamento do planejamento experimental adotado
neste trabalho foi elaborado com base em trés
variaveis (temperatura, pH e for¢a idnica) contra
uma varidvel resposta (porcentagem de extracdo
protéica do farelo de soja em soro de leite bovino).
Observa-se que nos pontos centrais (9, 10, 11, 18 ¢
19) ndo ocorreu variagdo significativa entre os
valores observados das proteinas totais extraidas nos

tratamentos. De acordo com o tratamento estatistico,
a relacdo temperatura/pH produziu uma solucdo
com maior viscosidade  (resultados  ndo
apresentados), o que dificultou a separacdo do
sobrenadante do residuo solido de farelo de soja.
Dado a estes resultados optou-se pela execucao de
novos delineamentos experimentais, o0s quais
resultaram nos dados mostrados nas Figuras 3, 4 ¢ 5.
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Figura 3. Superficie de resposta para a extragdo do farelo de soja em soro de leite bovino em fungdo das
variaveis %NaCl e pH.
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Figura 4. Superficie de resposta para a extra¢do do farelo de soja em soro de leite bovino em fungdo das
variaveis %NaCl e temperatura.
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Figura 5. Superficie de resposta para a extragdo do farelo de soja em soro de leite bovino em fungdo das

variaveis temperatura e pH.

Pela analise de superficie de respostas
apresentadas nas Figura 3, 4 e 5, pdde-se observar
que a extragdo protéica foi mais eficiente conforme
o aumento das variaveis de controle (pH, cloreto de
sodio (%) ou da temperatura de trabalho), indicando
uma correlagdo positiva e diretamente proporcional
com os parametros investigados.

Em funcdo das proteinas possuirem muitos
grupos carregados, sua solubilidade depende da
concentracao dos sais dissolvidos, da polaridade do
solvente, do pH e da temperatura. A baixa
estabilidade conformacional das proteinas nativas
torna-as muito suscetiveis a desnaturagdo por
alteragdo do balango das forcas fracas, ndo de
ligagdes quimicas, que mantém a conformagio

nativa (VOET et al., 2002). O aquecimento causa
uma  alteragdo  abrupta de  propriedades
conformacionais sensiveis, como rotacdo Optica,
viscosidade e absorcdo de luz ultravioleta. O
aquecimento promove também um enfraquecimento
das interacdes quimicas que mantém as estruturas
carboidratos-proteinas nas membranas da célula
vegetal, promovendo uma liberacdo destas proteinas
no meio aquoso aquecido.

A Tabela 5, que apresenta a analise de
variancia do planejamento fatorial, mostrou um
valor de F calculado maior que o F tabelado e, que
além disto, o valor obtido foi 5 vezes maior que o F
tabelado.

Tabela 5. ANOVA para regressdo da porcentagem de extragdo de proteinado farelo de soja com soro de leite*.

Fontes de Variacdo SQ GL MQ F calculado
Regressao 386,7282 3 128,9094 15,7504
Residuo 106,3984 13 8,1845
Falta de ajuste 104,3984 11 9,4908
Erro puro 2,0000 2 1,0000
Total 408,0000 16

*Valores significativos ao nivel de 95% de confianca (p < 0,05); SQ = Soma Quadratica; GL = Graus de Liberdade. MQ =

Média Quadratica.

Diante destes resultados, observou-se que o
planejamento fatorial, cuja Equacgdo, a seguir,
apresenta o modelo matematico que exprime o

processo de extragdo protéica dentro das condicGes
previstas neste trabalho, foi significativo e
preditivo.
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% de Proteina= 6,44 x temperatura (°C) + 8,52 x pH + 10,55 x % NaCl +

Equagdo 119,73

R*=0,9231
CONCLUSOES

Pelos resultados obtidos no presente
trabalho, conclui-se que durante a extragdo protéica
nos testes preliminares em fung¢do do tempo e
temperatura, os Tratamentos 6 (1h a 80°C), 7 (2h a
80°C) e 8 (3h a 80°C) apresentaram maiores teores
de fenolicos totais, proteinas totais e carboidratos
totais, respectivamente; € que o aumento da
porcentagem de extracdo protéica € maior em

aquecimento.

Pela analise de superficie de respostas,
verificou-se que os parametros adotados de pH,
temperatura e porcentagem de cloreto de sddio,
foram diretamente associados ao aumento na
extrac@o protéica, no entanto, ndo foram suficientes
para a otimizagdo do processo extrativo, visto que
nao foi possivel obter o ponto de inflexao da fungao,
mas que, por outro lado, o modelo matematico foi
significativo, como também preditivo.

funcdo do maior tempo de exposicdo ao

ABSTRACT: The aim objective of this project was to evaluate the protein extraction of soybean flour in dairy
whey, by the multivariate statistical method with 2° experiments. Influence of three variables were considered:
temperature, pH and percentage of sodium chloride against the process specific variable (percentage of protein extraction).
It was observed that, during the protein extraction against time and temperature, the treatments at 80°C for 2h presented
great values of total protein (5.99%). The increasing for the percentage of protein extraction was major according to the
heating time. Therefore, the maximum point from the function that represents the protein extraction was analysed by
factorial experiment 2°. By the results, it was noted that all the variables were important to extraction. After the statistical
analyses, was observed that the parameters as pH, temperature, and percentage of sodium chloride, did not sufficient for
the extraction process, since did not possible to obtain the inflection point from mathematical function, however, by the
other hand, the mathematical model was significant, as well as, predictive.

KEYWORDS: Dairy whey. Soybeans. Protein. Extraction. Surface response.
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