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Cinética de I nativacdo de Inibidoresde Tripsina e de Insolubilizacdo de Proteinas de
Diferentes Cultivares de Soja

Edna Mayumi Yuahasi Miural, Rui Sérgio dos Santos Ferreira da Silva?,
lvone Yurika Mizubuti3*, Elza louko Ida?*

RESUMO - A soja(Glycinemax (L.) Merrill) éumadas|eguminosas maisestudadas, emvirtude de suaintensautilizagdo como fonte
dedleo comestivel eproteinaparaalimentagdo humanaeanimal. A presengadeinibidoresdetripsinanasojalimitasuautilizacéo, tornando
necessari o o processamento térmico paramel horar suaqualidade nutricional . Entretanto, o processamento térmico excessivo ouinadequado
pode reduzir a qualidade da proteina. Neste trabal ho, foram utilizados cultivares de soja BR-36, com atividade normal deinibidores de
tripsina, e cultivaresBRM 95-5297 e BRM 95-5262, com baixasatividadesdeinibidoresdetripsina. Asfarinhascom 10 e 16% de umidade
foram aguecidas em banho a 95°C, com cinco interval os (15, 25, 50, 75 e 100 minutos) de retengdo; em seguida, foram determinados os
respectivos parédmetroscinéticos deinativagdo deinibidores detripsinae deinsolubilizac8o de proteinas. A partir dacinéticadeprimeira
ordem parainativagéo del T einsol ubilizagdo de proteinas, observou-se que as constantes de vel ocidade de reagdo deinibidoresdetripsina
aumentaram, com consegiienteredugao no tempo de processamento térmico doscultivaresde sojaBRM 95-5297 e BRM 95-5262 quando
comparadosao cultivar BR-36. O acréscimo de 6% de umidade nasfarinhas também aumentou as constantes de vel ocidade deinativagao
de inibidores de tripsina e de insolubilizagdo de proteinas.
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Inactivation Kinetics of L ow Activity Trypsin Inhibitors and Protein Insolubilization of
Different Soybean Cultivars

ABSTRACT - Soybean (Glycine max (L.) Merrill) is one of the most studied vegetables, due to its use as sources of edible oil
and protein for human and animal feeding. The presence of trypsininhibitorsin soy grainrestrict itsutilization and requires heating
toimprovethe nutritional quality. However, excessive heating may reduce the protein quality. Soybean cultivar BR-36 containing
normal content of trypsin inhibitorsand soybean cultivars (BRM 95 5297 and BRM 95 5262) with low content of trypsininhibitors
were used. Soybean flour with 10 and 16% moisture were heated at 95°C in five different retention times ( 15, 25, 50, 75 and 100
min) and, then, the respectivekinetic inactivation parametersfor the trypsin inhibitorsand protein insolubilization were estimated.
By the first-order reaction for inactivation of trypsin inhibitor and protein insolubilization, the rate constant of trypsin inhibitor
reaction incresead, resulting in decreasing heating time of BRM 95-5297 and BRM 95-5262 cultivars when compared to BR-36
cultivar. Theincrease of 6% moisturein flours also increased the rate constant of reaction for inactivation of trypsin inhibitors and
for protein insolubilization.

Key Words: antinutritional factors, heating treatment, kinetics parameters, protein insolubility, retention time

Introducéo

A soja (Glycine max (L.) Merrill) é uma
leguminosaimportante naalimentacdo humanae ani-
mal, gracas as suas caracteristicas nutricionais, com
producdo mundial crescente. Entretanto, sua utiliza-
¢do élimitadapela presencadefatoresantinutricionais,
como os inibidores de tripsina (IT), fatores
antinutricionais mais importantes e extensivamente
investigados (Pusztai et al., 1991). Os inibidores de
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tripsinaapresentam especificidadedeinibir asenzimas
proteoliticas e, consequentemente, reduzem a diges-
téo protéica dos alimentos e acarretam reducdes no
ganho de peso e no crescimento dosanimais. Também
estao relacionados ao aumento no peso do pancreas
de ratos e aves (Liener, 1994).

Cultivares de soja com baixos teores de IT tém
sido desenvolvidoscom afinalidadesdediminuir suas
atividades e reduzir 0s custos no processamento tér-
mico (Domagalski et al., 1992).

2Docentes do Departamento de Tecnologia de Alimentos e Medicamentos/Centro de Ciéncias Agréarias/Universidade Estadual de Londrina
— UEL, Campus Universitario. Caixa Postal 6001 — CEP: 86051-990. Londrina - Parana. E.mail: Dra. Elza louko Ida elida@uel.br
3Docente do Departamento de Zootecnia/CCA/ UEL. Campus Universitario. Caixa Postal 6001 — CEP: 86051-990. Londrina — PR. Brasil.

E.mail: mizubuti@uel.br
* Pesquisador bolsista do CNPg.



1660 MIURA et al.

Comercialmente, existem nos Estados Unidos
cultivares de soja com ausénciade I'T Kunitz (ITK).
Porém, ha descricfes de que, paramaximizar a utili-
zacdo doscomponentesnutricionaisdestescultivares,
ainda seriam necessarios tratamentos térmicos me-
nos drasticos que aqueles conferidos a soja com
atividade normal de IT (Anderson-Hafermann et al.,
1992; Herkelmannet al., 1993; Zhangetal ., 1993). No
Brasil,aEmpresaBrasileirade PesquisaAgropecuéria
(EMBRAPA), por intermédio do Centro Nacional de
Pesquisa de Soja, no estado do Paran, desenvolveu
cultivares com auséncia de ITK (Carrdo-Panizzi et
al., 1988) eavaliou orendimento dealgumaslinhagens
avancadas (Carréo-Panizzi, 1997).

Osinibidoresdetripsinadasojapossuem natureza
protéicae estéo localizados junto as principais prote-
inasdearmazenamento no corpo protéico do cotilédone
(Horisberger et al., 1986) e, geralmente, sao
fracionadoscom asproteinasdurante o processamento
da soja para elaboracdo de ingredientes alimentares
(Anderson & Wolf, 1995).

Paramelhorar o valor nutricional dasojae de seus
produtos, ha necessidade de tratamentos térmicos
parainativar osinibidoresde proteases. O tratamento
térmico promove a inativacdo desses inibidores e a
desnaturacéo das globulinas da soja aumentando a
susceptibilidade paraaprotedlise e adisponibilidade
dos aminoacidos, melhorando, portanto, aqualidade
daproteinaparaalimentacéo humanaeanimal (Snyder
& Kwon, 1987). A inativagdo térmicadeinibidoresde
tripsina e ainsolubilizag&o de proteina de sojaforam
descritas por Di Pietro & Liener (1989) e Paulaet al.
(1995) como reacéo de primeiraordem. Desse modo,
épossivel estudar acinéticadeinativacéo dasativida-
des dos inibidores de tripsina e encontrar a melhor
condicéo de inativagdo de IT e insolubilizacdo de
proteinas, comvistasamel horiadaqualidadeprotéica
e aampliacado de sua utilizacao.

Oobjetivonestainvestigacdofoi determinar acinética
deinativacdodeinibidoresdetripsinaedeinsol ubilizacéo
de proteinas de diferentes cultivares de soja.

Material e Métodos

Foram utilizados os cultivares BR-36, com ativi-
dade normal delT, e BRM 95-5297 e BRM 95-5262,
com baixas atividades de I T, colhidos em Londrina,
PR. Os cultivares BRM 95-5297 e BRM 95-5262
foram provenientes do retro-cruzamento entre o cul-
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tivar Parangd, com atividades normais de IT, e o PI
157440, com o gendtipo de auséncia de ITK, desen-
volvidos para diminuir os efeitos antinutricionais da
soja na alimentacéo.

O cultivar BR-36 foi selecionado por apresentar
atividade normal del T e producéo local. Oscultivares
BRM 95-5297 e BRM 95-5262, provenientes do pro-
grama de melhoramento genético desenvolvido pela
EmpresaBrasileirade PesquisaAgropecuaria(Embrapa
- Centro Nacional de Pesquisade Soja), localizadaem
Londrina, no estado do Parang, foram utilizados em
virtudedabaixaatividadedel T ede possiveisreducdes
de efeitos antinutricionais naalimentagéo.

Osgréos de sojados cultivares BR-36, BRM 95-
5297 e BRM 95-5262 foram finamente moidos e
classificados em peneira de malha 60 mesh, para
obtencéo de farinhas integrais com granulometria
menor que 0,250 mm. Em seguida, as farinhas inte-
grais foram desengorduradas em aparelho soxhlet
com éter de petréleo (AOAC, 1996) durante 24 horas.
Com vistas ao processamento térmico das farinhas
desengorduradas, foram ajustadas para conterem 10
e 16% de umidade, para cada cultivar estudado.
Objetivando garantir as condi¢des isotérmicas dos
tratamentos a 95°C, cerca de 2 g de farinhas de soja
desengorduradas e pré-agquecidas em banho de 6leo a
130°C foram colocados em tubos de ensaio com
tampa. Ostubos de ensaio foram mantidosa95°C em
banho maria, com cinco intervalos de retencéo ( t ),
variando de 15 a 100 minutos: t1= 15, t2= 25, t3=50,
t4=75 e t5= 100 minutos. Imediatamente apds o
tratamento térmico, ostubos de ensaio foram transfe-
ridos para um banho de gelo, determinando-se as
atividades de I T e ainsolubilizacdo de proteinas.

Foram realizados os experimentos 1 e 2, ambos a
95°C, utilizando-se farinhas de soja desengorduradas
com 10 e 16% de umidade, respectivamente. Cada um
dos trés cultivares (tratamentos (T): T1= BR-36, T2=
BRM 95-5297 e T3=BRM 95-5262) foi submetidoaum
processamento térmicoisostérico (umidadeconstante) e
i sotérmico (temperaturaconstante) por umperiodode15
a100 minutos. Os procedimentos foram realizados em
triplicata. Umaabordagem cinéticapermitiuamodel agem
do processo ao longo do tempo e, conseqlientemente, a
estimativa dos parametros de vel ocidade.

Os dados obtidos para cada inativacdo de IT e
insolubilizacdo de proteinasforam ajustadosaregres-
sdo linear (model o matematico), subsidiada pelares-
pectiva andlise de variancia.
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As atividades de inibidores de tripsina (AIT)
foram determinadas conforme metodol ogi adesenvol -
vida por Kakade et al. (1974), com modificacdo no
processo deextracdo, segundo Liu & Markakis(1989).
Para expressdo da atividade da tripsina, definiu-se
gueumaunidadedetripsina(1UT) foi equivalente ao
aumento de 0,01 unidades de absorvéncia a 410 nm,
por 10 mL de solugdo, sob as condi¢bes definidas
nesteensai 0. Consequientemente, umaunidadeinibidora
detripsina (LUIT) foi calculada pela diferenca entre
a mudanca na absorvéncia da tripsina padréo e da
amostra, multiplicadapor 100. Osniveisde AIT foram
determinados pelarelagéo entre UIT e mg de farinha
de sojadesengordurada. As atividades relativas resi-
duaisde T foram cal culadas considerando-se adife-
renca entre a amostra sem agueci mento, ou seja com
100% de atividade de IT, e a amostra aquecida.

O indice de insolubilizacdo de proteinas (I1P)
indica o grau de eficiéncia do tratamento térmico
sobre a inativacdo dos inibidores de tripsina e foi
calculada por meio da determinagcdo do indice de
solubilidade de nitrogénio (I1SN), conforme o método
descrito por AACC (1990).

Apés andlise dos dados experimentais de
inativacdo del T edeinsolubilizacédo de proteinas dos
respectivos tratamentos, estes foram model ados pela
cinéticatipicade primeira ordem, baseada na descri-
¢do de Di Pietro & Liener (1989). Estes autores
preconizaram um modelo cinético simples (log do
efeito vs tempo) para modelar (ajustar os dados
experimentais) e interpretar ainativacao térmicados
inibidores de proteases em soja.

A partir dosresultadoscinéticos, foram estimadas
asvelocidadesespecificasdereacbes (k) deinativacdo
de IT e de insolubilizacéo de proteinas das farinhas
dostréscultivaresdesojanosexperimentosle?2, com
10 e 16% de umidade, respectivamente.

Resultados e Discussao

Constam naTabelal osniveismédiosdeativida-
desdelT defarinhas desengorduradas dos cultivares
de soja BR-36, BRM 95-5297 e BRM 95-5262. Os
niveis de atividades de IT da farinha crua
desengordurada do cultivar BR-36, considerada nor-
mal, foram de 43,06 UIT/mg de amostra e, para as
farinhasdecultivaresBRM 95-5297 eBRM 95-5262,
combaixasatividadesdel T, de33,06e28,15UIT/mg
de amostra, respectivamente.
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Sambeth et al. (1967) e Del Valle et al. (1983)
descreveram valores de atividades de IT similares
para farinha de soja crua. Entretanto, Rackis &
McGhee(1975), Kakadeetal. (1974) eLiu& Markakis
(1989) relataram niveis mais elevados, de 87,60 a
184,00 UIT/mg de amostra. As farinhas
desengorduradasdosdoiscultivares, BRM 95-5297 e
BRM 95-5262, com baixasatividadesde | T, apresen-
taram, respectivamente, 76,77 e 65,37% de atividade
de IT quando comparadas com a farinha
desengordurada do cultivar de soja BR-36 com ativi-
dade normal de I T. Isso representa, respectivamente,
decréscimosde 23,30 e34,63 % nosniveisdeativida-
desde IT, em relacédo ao cultivar BR-36.

Os parametros cinéticos (velocidades especifi-
cas) foram estimados para se investigar a eficiéncia
dosprocessosdeinativacdodel T edeinsolubilizacdo
de proteinas dos cultivares BR 36, BRM 95-5297 e
BRM 95-5262.

A analise de regressdo dos dados, expressos
como logaritmo (log) dasporcentagensdasatividades
residuaisrelativasde | T, eosrespectivos coeficientes
de determinacédo dos diferentes tratamentos, dos ex-
perimentos 1 e 2, estdo apresentados na Tabela 2.
Observou-se que a regressao completa foi linear e
significativa (P<0,01) paratodos os tratamentos.

As constantes de vel ocidade de reacgéo de primei-
raordem (k, min-1) paraainativacio deT (k1) estdo
contidas na Tabela 3.

Para os tratamentos com 10% de umidade (expe-
rimento 1), observou-se que as constantes de veloci-
dade dereacéo de primeiraordem paraasinativacoes
de IT aumentaram aproximadamente quatro vezes
entre o cultivar BR-36, com atividadesde | T conven-

Tabela 1 - Niveis de inibidores de tripsina (IT)* de fari-
nhas desengorduradas dos cultivares BR-36,
BRM 95-5297 e BRM 95-5262 de soja

Table 1 - Trypsin inhibitors (TI) levels of deffated flours of
soybean BR-36, BRM 95-5297 and BRM 95-5262

Amostra  NiveisdelT (UIT/mg deamostra) UIT (%)
Sample Tl levels ( TIU/ mg of sample) TIU (%)
BR-36 43,06 100
BRM 95-5297 33,06 76,77
BRM 95-5262 28,15 65,37

* Em triplicata. UIT = Unidades inibidoras de tripsina.
* In three replicates. TIU = Trypsin inhibitors units.
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Tabela 2 - Equacfes de regressao (Y), expressas em log das porcentagens de atividades residuais relativas de IT dos
diferentes tratamentos, e respectivos coeficientes de determinacdes (R2)

Table 2 - Regression equations (Y) as log of the percentages of trypsin inhibitors relative residual activities of different treatments
and respective coefficients of determination (R2)
Experimento Umidade (%) Tratamento (cultivares de soja) Equacao?! R2
Experiment Moisture (%) Treatment (soybean cultivars) Equation!
1 10 BR-36 ¥ =1,805-0,00053X 092
BRM 95-5297 Q =1,590-0,00186X 0,76
BRM 95-5262 Q =1,685-0,0023X 0,73
2 16 BR-36 Q' =1,7524-0,0036X 0,99
BRM 95-5297 Q' =1,6680-0,0099X 0,98
BRM 95-5262 { =1,6407-0,0109X 098

1100 min e” X e” 15 min.
** Significativo a 1% de probabilidade.
** Significant at level of 1% of probability.

Tabela 3 - Constantes de velocidade de reacdo de primeira
proteinas (k2) dos diferentes cultivares

ordem para inativacdo de IT (k1) e insolubilizagdo de

Table 3 - Velocity constants of first order reaction for inactivation of trypsin inhibitors (k1) and for protein insolubilization (k2) of
different cultivars
Experimento Umidade (%) Tratamento (cultivares de soja) Constantes de velocidades de
Experiment Moisture (%) Treatment (Soybean cultivars) reacdes de primeiraordem
Velocity constants of first order reactions
k1(min'h) k2(min')

1 10 BR-36 1,15x 1073 2,71x10°3
BRM 95-5297 4,37x10°3 2,96x 103
BRM 95-5262 5,29x 1073 4,22x10°3

2 16 BR-36 8,29x 103 6,63x 103
BRM 95-5297 22,80x 1073 8,35x10°3
BRM 95-5262 25,10x 1073 8,18x 103

cional, eoscultivares BRM 95-5297 eBRM 95-5262,
com baixasatividadesde | T. Paraostratamentos com
16% de umidade (experimento 2), este aumento das
constantes de velocidade de reagdo de primeira or-
dem foi de aproximadamente trés vezes.

Analisando-se as velocidades de inativagdo tér-
mica dos IT, para obtencdo de farinhas de soja com
mesmasatividaderesiduaisdel T, nosexperimentos 1
e 2, verificou-se reducdo no tempo de processamento
térmico paraoscultivarescombaixasatividadesde| T
(BRM 95-5297 e BRM 95-5262), em relagdo ao
cultivar BR-36 com atividade normal (Tabela 3). O
mesmo fato foi observado por vérios investigadores
(Anderson-Hafermann,1992; Herkelmannetal ., 1993;
Zhang et al., 1993), em que os tratamentos térmicos
menos drasticos foram aplicados em cultivares com
baixas atividades de IT e auséncia de I TK.
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Asfarinhas de sojanormal mente contém cercade
10% de umidade e, nesta investigacdo, pode ser
verificado que o acréscimo de 6% de umidade, como
aconteceu no experimento 2 em relagéo ao experi-
mento 1, promoveu aumento da eficiéncia das
inativacoes térmicas em torno de cinco vezes para
cada tratamento, conforme observado nas constantes
de velocidades de reacBes de primeira ordem para as
inativagbesdel T (Tabela3). Di Pietro& Liener (1989)
observaram que o teor deumidadetambém influenciou
a cinética de inativacdo de IT de farinha de soja,
possivelmente em razéo do acréscimo na quantidade
de agua livre, que elevou as velocidades de
insolubilizacdo de proteinae deinativacdo de I T.

A andlise de regressdo dos dados, expressos
como logaritmo (log) das porcentagens de
insolubilizacdo de proteinas medidas pelo ISN, e os
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respectivos coeficientes de determinacéo dos dife-
rentes tratamentos estdo apresentados na Tabela 4.

Observou-se que aregressao completa foi linear
e significativa (P<0,01) paratodos os tratamentos.

Asconstantes de vel ocidade de reacéo de primeira
ordem (k, min~1) paraasinsol ubilizacdes de proteinas,
medidas pelo ISN (k?), para cada tratamento, nos
experimentos 1 e 2, estdo contidas na Tabela 3. Os
valoresdasconstantesdevel ocidadedeinsol ubilizac&o
de proteinas, nosdoisexperimentos, variarande 2,71
a8,35x 103 min1,

No experimento com 10% de umidade, observou-se
gue as constantes de velocidade de reagcdo de
insol ubilizacdo deproteinasaumentaramem 1,09e 1,60
vezesparaoscultivaresBRM 95-5297 eBRM 95-5262,
respectivamente, em relacdo ao cultivar BR 36. Por
outro lado, no experimento com 16% de umidade, esse
aumento foi de 1,2 vezes paraosdois cultivares, BRM
95-5297 e BRM 95-5262, em relagéo ao cultivar BR 36.

Demodo geral, verificou-seaumento de, nominimo,
duas vezes nas constantes de velocidade de reacdo de
primeira ordem para os tratamentos do experimento 2,
com 16% de umidade, quando comparados aos trata-
mentos do experimento 1, com 10% de umidade.

Paulaet al. (1995) relataram valores de 9,76 x 1072
min'l para as constantes de velocidade de
insolubilizacdo de proteinasdefarinhasde sojatermi-
camente processadas em autoclave e em condicdes
de excesso de umidade.

Os resultados apresentados nesta investigacéo
confirmam que o excesso de guanaamostraelevaas
constantes de vel ocidade de insol ubilizacdo de prote-
inas com consequente reducdo do tempo de

processamento térmico. Portanto, nas condi¢des des-
tainvestigacdo, osresultados apresentados obtidosno
experimento com 16% de umidade foram melhores
gue os do experimento com 10% de umidade.
Consta na Figura 1 o grafico da cinética de
inativacdo de IT e, na Figura 2, a cinética de
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Figura 1 - Cinética de inativacao de inibidores de tripsina
(IT) de cultivares de soja BR-36, BRM 95-5297
e BRM 95-5262, com 16% de umidade, em
funcdo do tempo de processamento térmico a
95°C.

Figure 1 - Inactivation kinetics of tripsin inhibitors (TI) of
soybean BR-36, BRM 95-5297 and BRM 95-5262
cultivars with 16% of moisture in function of thermal
processing time at 95°C.

Tabela 4 - Equacg8es de regresséo (Y), expressas em log das insolubilizacdes de proteinas dos diferentes tratamentos,

e respectivos coeficientes de determinacéo (R?)

Table 4 - Regression equations (Y) as log on percentages of protein insolubilization of different treatments and respective
coefficients of determination (R?)
Experimento Umidade (%) Tratamento (cultivares de soja) Equacéo?! R2
Experiment Moisture (%) Treatment (soybean cultivars) Equation!
1 10 BR-36 { =1,565-0,0012X 096
BRM 95-5297 { =1,432-0,0013X 087
BRM 95-5262 { =1,522-0,0018X 084
2 16 BR-36 SA{ =1,6112-0,0028X 0,99
BRM 95-5297 SA{ =1,5473-0,0037X 0,98
BRM 95-5262 SA(' =1,5288-0,0035X 0,98

100 min e” X €” 15 min.
** Significativo a 1% de probabilidade.
** Significant at level of 1% of probability.
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Figura 2 - Cinética de insolubilizagdo de proteinas medi-
das em ISN, dos cultivares BR-36, BRM 95-5297
e BRM 95-5262 de soja, com 16% de umidade,
em fungdo do tempo de processamento térmico
a 95°cC.

Figure 2 - Insolubilization kinetics of protein measured in ISN
of BR-36, BRM 95-5297 and BRM 95-5262 soybean
cultivars with 16% moisture, in function of thermal
processing time at 95°C.

insolubilizagcdo deproteinas (I1Pmedidasem | SN) no
processamento térmico dos cultivares BR-36, BRM
95-5297 e BRM 95-5262, com 16% de umidade, em
funcdo do tempo de processamento, em minutos.

A cinéticadeinativacdodel T eadeinsol ubilizagdo
de proteinas apresentaram efeitoslineares. Entretanto,
houve menor inclinagdo das retas para a cinética de
insolubilizacdo de proteinas (Figura 2) que paraade
inativacdodelT (Figural). Ouseja, asinativactesde
IT foram mais rgpidas que as insolubilizacBes de
proteinas. Rackis & McGhee (1975) também obser-
varam, em farinhas de soja, que a diminui¢do das
solubilidades de proteinas, estimadas pelo ISN, foi
mais lenta que as respectivas inativacoes de I T.

Conclusdes

As constantes de velocidade de reacdo para
cinética de primeira ordem (min-1) de inibidores de
tripsina dos cultivares de sojaBRM 95-5297 e BRM
95-5262 (com baixas atividadesde | T) foram maiores
que para o cultivar BR-36, reduzindo o tempo de
processamento térmico.

O acréscimo de 6% de umidade nafarinha de soja
elevou as constantes de velocidade de reacéo de
inativacdodel T eoindicedeinsol ubilizacdo deproteinas.
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As constantesde vel ocidade dereag¢&o de primei -
raordem paraasinativacdesde | T comprovaram que
16% deumidadenasojapromoveu aumento daeficiéncia
de inativacdes térmicas.
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