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RESUMO GERAL

INTRODUCAO. A hidrélise enzimatica confere as proteinas do farelo de soja melhora em
caracteristicas funcionais e nutricionais. No entanto, peptideos hidrofébicos sdo expostos
conferindo amargor acentuado ao hidrolisado. As ciclodextrinas, devido a sua estrutura,
apresentam diversas aplicacdes em alimentos, dentre elas a reducao de gostos desagradaveis.

OBIJETIVO. O objetivo deste trabalho foi avaliar a interacdo dos peptideos presentes no
hidrolisado enzimatico de farelo de soja com a-, b- e g-ciclodextrinas a fim de reduzir o
amargor.

MATERIAL E METODOS. Cada uma das ciclodextrinas foi adicionada nas fracdes massicas de
1,5%, 2,0% e 2,5% em um hidrolisado de farelo de soja preparado com a enzima Alcalase 2,4L®
na concentragdo de 1% (proteina enzimatica/proteina presente no farelo de soja). Os
tratamentos e cada os componentes puros (hidrolisado proteico e a-, b- e g-ciclodextrinas)
foram avaliados por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), Calorimetria Diferencial de
Varredura (DSC), Analise Termogravimétrica (TGA) e Termogravimetria Diferencial (DTG),
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN H'), Difracdo de Raio-X (DRX) e Lingua Eletrénica. A
andlise sensorial foi realizada com 50 provadores ndo treinados mediante um teste de
ordenacao do atributo amargor.

RESULTADOS E DISCUSSAO. Todas as analises instrumentais apresentaram diferencas entre as
amostras puras e os tratamentos a-, b- e g-ciclodextrinas. Espectros de RMN H1 mostraram
indicios de fortes interacGes de regides aromaticas e alifaticas dos peptideos com as cavidades
internas das ciclodextrinas. Analise em lingua eletrénica mostrou que as a- e b-ciclodextrinas
adicionadas ao hidrolisado nas concentracdes de 1,5% e 2,0% (m/m), respectivamente,
provocam a maior diferenca em relagao ao hidrolisado controle. A diferenga entre as amostras
contendo 1,5% e 2,0% (m/m) de a- e b-ciclodextrina e o hidrolisado puro foi sensorialmente
perceptivel por provadores ndo treinados no teste de ordenag¢do de amargor.

CONCLUSAO. A adi¢do de 1,5% e 2,0% (m/m) a- e b-ciclodextrinas altera os espectros obtidos
por RMN H. As intera¢Bes também foram evidenciadas por diferengas perceptiveis por analise
em Lingua Eletronica. Provadores ndo treinados demonstraram que estes dois tratamentos sdo
eficientes para a reducdo de amargor do hidrolisado obtido das proteinas do farelo de soja.

Palavras chaves: hidrolisado proteico, farelo de soja, ciclodextrina, lingua eletrénica, amargor.



GENERAL ABSTRACT

INTRODUCTION. Enzymatic hydrolysis improves soybean meal in its functional and nutritional
characteristics. However, the exposed hydrophobic peptides give a bitter taste to the
hydrolysate. Due to their structure, cyclodextrins have several applications in food, among
which a decrease in undesirable tastes.

AIM. Current study evaluates the interaction between peptides in the enzyme hydrolysate of
soy meal and alpha-, beta- and gamma-cyclodextrins so that bitterness may be reduced.

MATERIAL AND METHODS. Alpha-, beta- and gamma-cyclodextrins were added in mass
fractions 1.5%, 2.0% and 2.5% to a soybean meal hydrolysate prepared with Alcalase 2.4L®
enzyme at concentration 1% (enzyme protein/protein in soybean meal). Treatments and pure
components (protein hydrolysate and alpha-, beta- and gamma-cyclodextrins) were evaluated
by Scanning Electron Microscopy (SEM), Differential Scanning Calorimetry (DSC),
Thermogravimetric Analysis (TGA) and Differential Thermogravimetry (DTG), Nuclear Magnetic
Resonance (H' NMR), X-ray Diffraction (XRD) and Electronic Tongue. Sensory analysis was
performed with 50 untrained panelists involving rank bitterness test.

RESULTS AND DISCUSSION. All instrumental analysis showed differences between the pure
hydrolysate and treatments with alpha-, beta- and gamma-cyclodextrins. H1 NMR spectra
evidenced strong interactions of aromatic and aliphatic regions of the peptides with the
cyclodextrins” internal cavities. Electronic Tongue results registered that alpha- and beta-
cyclodextrin added to the hydrolysate at concentrations 1.5% and 2.0% (w/w), respectively,
caused the greatest difference when compared to control hydrolysate. The difference between
1.5% and 2.0% (w/w) alpha- and beta-cyclodextrin and pure hydrolysate was sensory and
noted by the untrained panel in a rank bitterness test.

CONCLUSION. The addition of 1.5% and 2.0% (w/w) of alpha- and beta-cyclodextrins changes
the H' NMR spectra. Interactions were also evidenced by differences reported by Electronic
Tongue. Untrained panel showed that the two treatments are effective to reduce bitterness of
soybean meal hydrolysate.

Keywords: protein hydrolysate, soybean meal, cyclodextrin, electronic tongue, bitterness.



ARTIGO

INTERAGAO DE PEPTIDEOS PROVENIENTES DA HIDROLISE ENZIMATICA DE FARELO DE SOJA
COM CICLODEXTRINAS — AVALIAGAO DA REDUGAO DO AMARGOR.

RESUMO

A hidrdlise enzimatica confere as proteinas do farelo de soja melhora em caracteristicas
funcionais e nutricionais. No entanto, peptideos hidrofébicos sdao expostos conferindo amargor
acentuado ao hidrolisado. O objetivo deste trabalho foi avaliar a interacdo dos peptideos
presentes no hidrolisado enzimatico de farelo de soja com a-, B- e y-ciclodextrinas a fim de
reduzir o amargor. Cada uma das ciclodextrinas foi adicionada nas fracdes massicas de 1,5%,
2,0% e 2,5% em um hidrolisado de farelo de soja preparado com a enzima Alcalase 2,4L® na
concentracdo de 1% (proteina/proteina). Testes instrumentais foram realizados para
identificar possiveis interagdes entre os componentes. Espectros de RMN H' mostraram
indicios de fortes interacdes de regides aromaticas e alifaticas dos peptideos com as cavidades
internas das ciclodextrinas. Analise em lingua eletr6nica mostrou que as a- e B-ciclodextrinas
adicionadas ao hidrolisado nas concentragdes de 1,5% e 2,0% (m/m), respectivamente,
provocam a maior diferenca em relacdo ao hidrolisado controle. Esta diferenca foi
sensorialmente perceptivel a provadores ndo treinados em um teste de ordenacdo do amargor
das amostras, sendo consideradas menos amargas que o controle.

Palavras-chave: hidrolisado proteico, farelo de soja, ciclodextrina, lingua eletronica, amargor.

ABSTRACT

Enzymatic hydrolysis confers protein soybean meal improvement in functional and nutritional
characteristics. However, hydrophobic peptides are exposed causing pronounced bitterness in
the hydrolysate. The objective of this work was evaluating the interaction of peptides present
in the enzymatic hydrolysate of soybean meal with a-, - and y-cyclodextrins in order to
reduce the bitterness. Each of the cyclodextrins was added in the mass fractions of 1.5%, 2.0%
and 2.5% in a hydrolysate of soybean meal prepared with the enzyme Alcalase® 2.4 L at a
concentration of 1% (protein / protein). Instrumental tests were performed to identify possible
interactions with components. H' NMR spectra evidence strong interactions among the
aromatic and aliphatic regions of the peptides with the internal cavities of the cyclodextrins.
Analysis by an electronic tongue showed that o- and [-cyclodextrins addition to the
hydrolysate at concentrations of 1.5% and 2.0% (w/w), respectively, causes higher differences
in relation to control sample. This difference was sensorially perceptible to untrained taster in
one test ranking according to the bitterness of the samples, being considered less bitter than
the control.

Keywords: protein hydrolysate, soybean meal, cyclodextrin, electronic tongue, bitterness.

1. INTRODUCAO
O emprego de enzimas na solubilizagdo das proteinas de farelo de soja é um processo a ser
explorado na drea de alimentos, aumentando as possibilidades de aproveitamento deste
subproduto do processo de extragdo do 6leo (STROHER et al., 2011). A solubilizagdo das
proteinas de farelo de soja pela a¢do de enzimas proteoliticas faz com que os peptideos sejam
hidrolisados, trazendo propriedades ndo encontradas nas proteinas em sua forma nativa,
como atividade antioxidante, menor imunogenicidade, maior solubilidade, além de serem mais
facilmente absorviveis pelo organismo (CLEMENTE, 2000; SAMARANAYAKA et al.,, 2010).
Proteinas hidrolisadas também podem apresentar caracteristicas interessantes do ponto de
vista industrial. Estudos verificaram a presenca de caracteristicas como solubilidade (CHIANG,
SHIH e CHU, 1999; LAMSAL, JUNG e JOHNSON, 2007; SANTOS et al., 2011) e capacidade de
retencdo de dleos (SANTOS et al., 2011), importantes para se evitar a separac¢do de fases de



alguns alimentos. Gao e colaboradores (2011) concluem que a hidrdlise de isolado proteico de
soja melhora a adsor¢cdao da proteina em o6leo e dgua, com consequente beneficio a
emulsificagdo.

Apesar das diversas vantagens funcionais e nutricionais, peptideos hidrolisados geralmente
apresentam gosto amargo muito acentuado. Durante a reacdo de hidrélise, grupamentos
apolares que anteriormente estavam no interior da estrutura tridimensional da proteina, sdo
expostos resultando no aparecimento do amargor caracteristico (CHO et al., 2004; SPELLMAN,
O’CUINN e FITZGERALD, 2005; KIM e LI-CHAN, 2006; SEQ, 2008; LIU et al., 2010).

Tratamentos como adsor¢do em carvdo ativado (MURRAY e BAKER, 1952; COGAN, 1981;
SOARES et al., 2004), microencapsulagao (BARBOSA et al., 2004; ROCHA et al., 2009; FAVARO-
TRINDADE et al., 2009; ORTIZ et al., 2009; KUROZAWA, PARK e HUBINGER, 2009; MENDANHA
et al., 2009) e adicdo de ciclodextrinas (LINDE et al., 2009; LINDE et al., 2010 e HOU, WANG e
ZHANG, 2011) vém sendo aplicados para diminuir este amargor e, consequentemente,
aumentar a possibilidade de aplica¢do de hidrolisados proteicos em produtos alimenticios.
Singh, Sharma e Banerjee (2002) e Astray e colaboradores (2009) citam em suas respectivas
revisdes diversas aplica¢des das ciclodextrinas em alimentos: protecdo de aromas para reduzir
a volatilizagdo, protecdo de componentes alimenticios contra a degradagdo pelo calor ou luz,
remocdo de colesterol em produtos de origem animal, diminuicdo do gosto residual de
edulcorantes e diminuicdo de amargor de taninos e de hidrolisados de leite desnatado. H3
duas possibilidades das ciclodextrinas reduzirem gostos desagraddveis: formacdo de complexo
do composto de gosto ruim com a ciclodextrina, impedindo, desta forma, a sua interacdo com
as papilas gustativas; e as ciclodextrinas interagirem e, consequentemente, paralisarem as
proteinas carreadoras das papilas gustativas (SZEJTLI e SZENTE, 2005).

Tamura e colaboradores (1990) utilizaram o-ciclodextrina para reduzir amargor de
aminodcidos e pequenos peptideos e perceberam que, em solu¢des nas quais havia grande
excesso de a-ciclodextrina, a efetividade em mascarar o gosto amargo de peptideos foi maior.
Hou e colaboradores (2011) determinaram as melhores condi¢des de adi¢do de [3-ciclodextrina
em hidrolisado de isolado proteico de soja de modo a minimizar o amargor deste e manter o
potencial antioxidante dos peptideos. A afinidade de aminoacidos amargos como fenilalanina,
triptofano, prolina e tirosina com as cavidades apolares da o- e B-ciclodextrina foi verificada
por Linde e colaboradores (2009 e 2010). Por andlise sensorial, observaram a modificacdo do
sabor de solugBes destes aminoacidos ndao-complexados e complexados com B-ciclodextrina.
Quando adicionaram a- e B-ciclodextrina em hidrolisado enzimatico de farelo de soja também
notaram a reduc¢do do gosto amargo.

O objetivo deste trabalho foi avaliar as interagdes entre os peptideos presentes no hidrolisado
enzimatico de concentrado proteico de soja e diferentes concentragées de a-, B- e y-
ciclodextrinas bem como avaliar a redugdo do amargor por meio de possiveis formagdes de
complexo de inclusdo.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais
Para a realizagdo dos experimentos foi utilizado farelo de soja fornecido pela Imcopa® —
Importacdo, Exportacdo e Industria de déleos S.A., o qual é obtido apds a extragao do dleo e
posterior processo de remogdo de lecitina e lipidios polares. a-, - e y-ciclodextrinas foram
doadas pela Wacker®. A enzima Alcalase 2,4L® foi adquirida da Novozymes Latinamerica. Os
demais reagentes utilizados foram em Padrdo Analitico.

2.2 Métodos

2.2.1 Caracterizacao do Farelo de Soja
O farelo foi caracterizado quanto a sua composicdo centesimal e granulometria. Para a
caracterizagdo centesimal utilizou-se a metodologia segundo AOAC (1995) para determinagéo



de umidade, cinzas, proteina bruta, lipidios totais e fibra bruta. Calculou-se o teor de
carboidratos por diferenga.

A fim de calcular a granulometria do farelo de soja utilizado, o mesmo foi submetido ao
processo de peneiramento em peneiras da série de Tyler nos seguintes mesh: 12, 20, 60, e 80.
Uma maquina vibratéria foi utilizada para a separacao dos granulos de farelo de soja até que a
massa de farelo de soja presente em cada peneira fosse constante. O didmetro médio de
Sauter foi calculado pela metodologia descrita por Perry e Green (1984).

2.2.2 Reagdo de hidrdlise

A reacdo de hidrélise foi realizada segundo a metodologia de Stréher e colaboradores (2011)
com algumas modificacGes. Pesou-se 10 g de farelo de soja e, em um erlenmeyer, adicionou-se
100 mL de agua destilada e 1% de enzima Alcalase 2,4L® considerando proteina
enzimatica/proteina contida no substrato (em base Umida). O frasco foi levado em uma
incubadora com agitagao orbital por 3 horas, a 60°C e 100 rpm. Apds, os frascos foram levados
a um banho termoestatico a 90°C por 15 minutos de modo a inativar a enzima. Procedeu-se
uma filtragem e as amostras foram mantidas sob refrigeracdo até o momento do seu uso.

2.2.3 Caracterizacdo do hidrolisado enzimatico de farelo de soja
O hidrolisado foi caracterizado quanto a sua composicdo centesimal, seguindo os mesmos
parametros utilizados para o farelo de soja e metodologia segundo AOAC (1995).

2.2.4 Preparo das amostras

A adicdo das ciclodextrinas seguiu a metodologia utilizada por Hou e colaboradores (2011) com
algumas modificagdes. Cada uma das ciclodextrinas (a-, - e y-) foi adicionada ao hidrolisado
em tubos de 45 mL nas concentragdes de 1,5%, 2,0% e 2,5% (m/m), sendo considerado o
hidrolisado em base umida. Os tubos foram vedados e imersos em um banho a 38,5 °C, sendo
mantidos a esta temperatura por 12 minutos sob agitacdo constante. Apds, os hidrolisados
tratados foram armazenados e encaminhados para atomizacdo em secador tipo spray. Uma
amostra controle também foi preparada seguindo os mesmos procedimentos, no entanto, sem
a adicdo de ciclodextrinas.

O equipamento utilizado na atomizag¢do era da marca LM MSD 1.0, sendo a vazao de entrada
de ar 40 L/min a 140 °C. A temperatura de saida de ar era de cerca 96°C e a vazdo de entrada
do hidrolisado era 0,40 L/h. As amostras foram armazenadas em local seco e temperatura
ambiente.

2.2.5 Caracterizagao dos complexos
Os complexos obtidos foram caracterizados pelas seguintes técnicas:

2.2.5.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)
As amostras foram metalizadas com ouro a 10 Pa e 6 mA em um metalizador SHIMADZU IC-50,
para posterior captura de imagens em um microscépio eletronico de varredura SHIMADZU SS-
550.

2.2.5.2 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC), Andlise Termogravimétrica (TGA) e
Termogravimetria Diferencial (DTG)

Amostras de, aproximadamente, 20 mg dos tratamentos, ciclodextrinas puras e hidrolisado
controle foram analisadas em um calorimetro modelo DSC-50 da marca SHIMADZU, na faixa de
30 °C a 500 °C de temperatura, em atmosfera dindmica de nitrogénio (30 mL.min~"), razdo de
aquecimento de 10 °C.min™", e empregando-se capsulas de platina. As massas coletadas
durante o experimento para a obtencdo dos termogramas foram obtidas por uma
termobalanga de marca SHIMADZU, modelo TGA-50, acoplada ao calorimetro.



2.2.5.3 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN H%)
Amostras das ciclodextrinas, hidrolisado controle e tratamentos foram analisadas em um
espectrofotdmetro de RMN-H', marca Varian, modelo Mercury-300BB, operando a 300 MHz.
As amostras foram dissolvidas em 6xido de deutério (D,0). As condi¢des para as medidas de
transformada de Fourier foram: D1 (“delay”) de 0,02 s, tempo de aquisi¢do, 3,333 s; angulo do
pulso, 45° e janela de 8 ppm.

2.2.5.4 Difragdo de Raios-X (DRX)
Amostra do hidrolisado controle e dos tratamentos foram analisados por um equipamento de
Difratometria de Raios X, modelo Shimadzu XRD — 7000 com radia¢do Cu Ka, a um tempo de
varredura de 0,6 s. A regido de varredura do angulo de difracao foi de 10-80° (2q), usando um
gerador de tensdo de 40 kV e uma corrente emissora de 30 mA.

2.2.5.5 Lingua Eletronica

A lingua eletrénica funciona com eletrodos metalicos cobertos com finas camadas de alguns
polimeros. Os eletrodos geram sinais elétricos de acordo com os componentes existentes na
solucdo analisada. As medidas de resisténcia elétrica das amostras foram feitas utilizando-se
de um analisador de impedancia e seis unidades sensitivas da lingua eletrénica, compostas por
filmes nanoestruturados de polimeros condutores. As amostras foram dissolvidas em 3agua
destilada na concentracdo de 0,01 mg/mL. Utilizou-se o programa Statistica 7.0 para realizacdo
da Anadlise das Componentes Principais (PCA) a fim de tratar os dados e gerar um grafico em
duas dimensdées, PC1 e PC2.

2.2.5.6 Andlise Sensorial

Foi realizado teste discriminativo de ordenacdo com as amostras que mais se diferenciaram do
controle na andlise da lingua eletrénica. Amostras do hidrolisado controle e dos tratamentos
gue mais se diferenciaram na andlise em lingua eletronica foram dissolvidas a uma
concentracdo de 10 g/L. O teste foi feito com 50 provadores ndo treinados no Campus Sede da
Universidade Estadual de Maringa. A andlise sensorial estd inscrita no comité de ética da
Universidade Estadual de Maringa sob o registro 03841312.5.0000.0104. As amostras foram
apresentadas com algarismos randGmicos e aleatorizadas antes de serem entregues aos
provadores. Foi solicitado aos provadores que colocassem as amostras em ordem crescente de
amargor. Os resultados foram avaliados mediante a tabela de Newel e MacFarlane ao nivel de
5% de significancia (1AL, 2008).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracteriza¢ao do Farelo e do Hidrolisado
O diametro médio de Sauter para o farelo de soja utilizado foi de 0,41 mm. Segundo Stenzel e
colaboradores (2009), farelo de soja com granulometria média menor que 0,59 mm gera um
hidrolisado com maior teor proteico. Dessa forma, o diametro médio determinado é adequado
para a obtencdo de hidrolisado proteico com alto rendimento.
O farelo de soja e o produto obtido da hidrélise enzimdtica foram analisados para a obtengao
da composicdo centesimal de cada um (Tabela 1). O hidrolisado obtido nas condigdes
utilizadas possui alto teor proteico, 93,69% em base seca, e a sua produgao constitui-se numa
metodologia adequada para solubilizagdo das proteinas do farelo de soja.

3.2 Caracteriza¢ao das amostras tratadas com ciclodextrinas

3.21 MEV
Nas imagens obtidas para o hidrolisado sem nenhum tratamento (Figura 1a), observa-se que
as microesferas se apresentam arredondadas com irregularidades cbncavas em suas
superficies. Estas irregularidades tem relacdo com a rapida evaporacgdo das goticulas de agua
no processo de atomizagdo. Outra caracteristica facilmente observada nos granulos de



hidrolisado enzimatico de farelo de soja sdo aberturas na superficie das microesferas. Essas
aberturas estdo relacionadas a evaporacdao da dgua no spray dryer. A agua superficial é
evaporada mais rapidamente, de forma que resulta a formac¢do de um invélucro nos graos do
hidrolisado. O solvente que se encontra internamente ao granulo se evapora de maneira mais
lenta que a taxa de transferéncia de calor para o interior das gotas, havendo um aumento da
pressdo interna do granulo. Uma vez que a “casca” externa da particula é pouco permeavel,
pode haver rupturas e consequente formacdo de poros na superficie (FAVARO-TRINDADE et
al., 2010).

Ao observar os granulos dos tratamentos (Figura 1b-j), pode-se visualizar uma tendéncia de ter
maior quantidade de particulas ocas em tratamentos com maiores quantidades de
ciclodextrinas de qualquer tipo. Favaro-Trindade e colaboradores (2010), em seu trabalho com
encapsulacdo de hidrolisado de caseina em maltodextrina, sugerem que, as microesferas ocas,
sdo indicios de que houve a formagdo da microcdpsula. A estrutura é formada quando o
nucleo e o transportador sdo hidrofilicos. Ambos se misturam e formam a parede da
microesfera. Kurozawa e colaboradores (2009) relacionam a formacgado de vazios a mecanismos
ligados a atomizacdo como dessorcdo de gases dissolvidos durante a secagem e
consequentemente expansdo, formacdo de uma bolha de vapor dentro da goticula de amostra
ou incorporagao de ar.

3.2.2 Difragdo de Raios-X (DRX)

John e Bhattacharya (1999) em seus estudos observaram que isolado de soja, concentrado
proteico de soja e farinha de soja produziram padrdes de difracdes de raio X de caracteristicas
amorfas. A avaliagdo dos graficos obtidos na andlise de DRX (Figura 2) permite a observacdo do
mesmo comportamento amorfo no hidrolisado enzimatico de farelo de soja. No entanto, com
a adicdo de ciclodextrinas, uma banda larga na regido de 20 2-Theta aumenta e, em algumas
vezes, se desloca. Este fato pode ser um indicio de interacdo das ciclodextrinas com os
peptideos que faz com que o comportamento do padrdo de raios-X se altere.

3.2.3 Calorimetria Diferencial de Varredura
Ortiz e colaboradores (2009) citam que proteinas nativas de soja apresentam picos

endotérmicos em temperaturas de 75 e 85°C que correspondem as globulinas 7S e 11S. O
hidrolisado controle apresenta um pico endotérmico a 72,7°C, temperatura proxima ao pico da
globulina 7S. Todos os tratamentos também apresentam picos nesta mesma regido. A adicao
de ciclodextrinas ao hidrolisado fez com que as curvas da andlise de DSC ficassem diferentes,
como pode ser observado na Figura 3. Esta diferenca apresenta indicios de uma possivel
interacdo entre o hidrolisado e as ciclodextrinas.

3.2.4 Analise Termogravimétrica (TGA) e Termogravimetria Derivativa (DTG)

As curvas dos tratamentos obtidas pela termogravimetria (TGA) foram muito préoximas das
curvas obtidas para hidrolisado controle. Para a obtencdo de mais informacdes, foi feita a
diferencial das curvas, obtendo a termogravimetria derivativa (DTG). Desta forma, pode-se
obter a temperatura do pico de degradacdo de cada um dos compostos (Tabela 2). Os
tratamentos com ciclodextrinas aumentaram a temperatura de degradacdao do hidrolisado.
Este aumento também pode ser um indicio de interacdo entre os peptideos presentes no
hidrolisado enzimatico de farelo de soja e as ciclodextrinas.

3.2.5 Ressonancia Magnética Nuclear
Comparando os espectros obtidos pelas analises de RMN H', ha sobreposicdo de picos
encontrados em regides das ciclodextrinas e do hidrolisado, ndo permitindo a observac¢do dos
deslocamentos dos picos de vibragdo dos hidrogénios internos as ciclodextrinas para avaliar a
interacdo destes com os peptideos.



Analisando a Figura 4, observa-se, no grafico obtido da amostra sem tratamento, pequenos
picos na regido entre 6,5 e 8 ppm, correspondendo a grupamentos aromaticos. Também se
observa pequenos picos na regido entre 0 e 3 ppm, que correspondem a cadeias alifaticas
(CAVANAGH et al., 2007).

Nos tratamentos utilizando 1,5% de a- e y-ciclodextrinas, houve desaparecimento de picos
anteriormente observados na regido dos grupamentos aromaticos. No tratamento com 2,0%
de [-ciclodextrina houve desaparecimento dos picos dessa regido dos grupamentos
aromaticos e também dos picos anteriormente observaveis na regido entre 1 e 3ppm, o que
pode indicar uma interacdo dos peptideos com a cavidade apolar da ciclodextrina.

HARTI e colaboradores (2011), estudando a complexagdo de josamicina em y-ciclodextrina,
observaram o desaparecimento de um pico do composto puro apds a complexacdo do mesmo.
Este fato é um indicio de que as regides das moléculas que vibram neste ppm estdo
interagindo fortemente com o interior da cavidade apolar caracteristico da ciclodextrina.

3.2.6  LINGUA ELETRONICA
Os dados obtidos na analise com a lingua eletronica foram estatisticamente tratados pela
Andlise das Componentes Principais (PCA). Foram encontradas duas componentes principais
PC1 e PC2, que tiveram, respectivamente, variancias de 49,24% e 20,04%, sendo que a soma
das duas representa 69,28% da variancia total. A PC1, representada no eixo horizontal da
Figura 5, é a que mais interfere na diferenca entre as amostras, sendo que, pontos que
apresentam maiores distancias horizontais sdo mais diferentes entre si. Analogamente,
maiores distancias com relacdo ao eixo vertical (PC2) também implicam em amostras mais
diferentes, no entanto a uma menor relevancia. As amostras a_1,5%, _2,0% e y_1,5% foram
as que mais se diferenciaram do controle, sendo que, as amostras a_1,5% e B_2,0% foram as
que apresentaram maior distancia horizontal (PC1), onde a varidncia da componente é maior.
Comparando estes dados com os obtidos na Ressondncia Magnética Nuclear (RMN H),
observa-se que o tratamento com a_1,5% foi o que apresentou a diminui¢do nas quantidades
de picos na regido caracteristica dos grupamentos aromaticos. O tratamento com [_2,0%,
além de mostrar o desaparecimento dos picos desta regido, também indicou o
desaparecimento dos picos na regido entre 1 e 3 ppm, regido dos carbonos alifaticos. Essas
possiveis interagdes podem ter alterado o gosto destas amostras de forma a fazer com que
estas se diferenciassem mais significativamente em relacdo ao controle.
Trabalhos anteriores, como Hou e colaboradores (2011) e Linde e colaboradores (2009 e
2010), observaram que, sensorialmente, quanto mais ciclodextrina era utilizada, menos os
provadores sentiam o gosto amargo. Os dados apresentados nas Figuras 4 e 5 mostram que,
menores concentragcdes de a- e B-ciclodextrinas podem interagir de forma mais efetiva com os
peptideos do hidrolisado. Como, no presente trabalho, utilizou-se de métodos instrumentais
para verificar as diferengas entre as amostras, ndo houve possiveis interferéncias da interagdo
entre as ciclodextrinas e as proteinas carreadoras das papilas gustativas (SZEJTLI e SZENTE,
2005). Desta forma, a variagdo da resposta detectada, possivelmente relacionada a reducdo do
amargor observada deve-se, exclusivamente, a interagdo entre ciclodextrinas e peptideos
presentes no hidrolisado.

3.2.7  ANALISE SENSORIAL

A fim de avaliar se as amostras que apresentaram maior discrepancia detectadas pela andlise
realizada em lingua eletronica sdo perceptivelmente diferentes para humanos, realizou-se um
teste sensorial de ordenagdo com 50 provadores ndo treinados. Elas foram escolhidas por se
diferenciarem mais no teste realizado com a lingua eletronica. Apesar de também ter se
diferenciado muito da amostra controle, o tratamento y_1,5% ndo foi utilizado na andlise
sensorial. A y-ciclodextrina é muito mais cara que as demais, o que poderia dificultar a sua
aplicagdo em alimentos.



Ao nivel de 5% de significancia, ambos os tratamentos testados, a_1,5% e 3_2,0%, diferiram
significativamente da amostra controle, ndo mostrando diferencgas entre si. Este resultado vem
confirmar os dados obtidos na lingua eletrénica, a diferenca entre cada amostra e o controle
pela andlise PCA (Principal Component Analysis) é perceptivel também sensorialmente. Dessa
forma, estes tratamentos reduzem o gosto amargo do hidrolisado enzimatico de farelo de soja,
trazendo maiores perspectivas na aplicagdo deste em produtos alimenticios.

O resultado encontrado estd de acordo com as observagGes de outros autores que também
utilizaram ciclodextrinas na reducdo do amargor de peptideos e hidrolisados proteicos. Tamura
e colaboradores (1990) observaram a reducgdo de amargor de peptideos com adi¢cdo de a-
ciclodextrina. Linde e colaboradores (2009) realizaram tratamentos de hidrolisado proteico de
soja com 3%, 5% e 10% (m/v) de a-ciclodextrina e observaram reduc¢do do amargor apenas nas
concentracdes mais altas.

A redugdo do gosto amargo com adigdo de B-ciclodextrina também foi verificada em outros
trabalhos. Hou e colaboradores (2011) concluiram que a adigdo de 2,0% (m/m) de B-
ciclodextrina em hidrolisado de isolado proteico de soja era o tratamento mais efetivo para,
simultaneamente, manter o poder redutor e diminuir o amargor do hidrolisado. Linde e
colaboradores (2010) obtiveram uma grande reducdo do amargor de hidrolisado de proteina
de soja quando utilizaram a menor concentragdo de B-ciclodextrina.

4. CONCLUSAO

As analises instrumentais permitiram observar diferencas nos comportamentos de hidrolisado
enzimatico de farelo de soja e seus tratamentos com a-, B- e y-ciclodextrinas. Destaca-se a
diferenca nos espectros de absorvancia obtidos pelas analises de RMN, em que o
desaparecimento de alguns picos caracteristicos do hidrolisado em alguns tratamentos seriam
um indicio de forte interacdo entre grupamentos dos peptideos e a cavidade apolar das
ciclodextrinas. Os resultados obtidos pela lingua eletronica e analisados por PCA permitem
concluir que os tratamentos a_1,5% e _2,0% sdo os que mais diferem do controle. Analise
sensorial, por meio de um teste de ordenacdo, confirma que essas duas amostras diferem
significativamente, ao nivel de 5% de significancia, do hidrolisado controle e ndo apresentam
diferenca significativa entre si.
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ANEXO 1

FIGURAS E TABELAS CITADAS NO ARTIGO



Tabela 1. Composi¢cdo centesimal do concentrado proteico de soja e do hidrolisado enzimatico
de farelo de soja, ambos em base Umida e em base seca.

Concentrado Concentrado Hidrolisado Hidrolisado

proteico de soja proteico de soja (base umida) (base seca)

(base umida) (base seca)
Proteinas 87,50 92,11 6,24 93,69
Carboidratos | 0,00 0,00 0,00 0,00
Cinzas 5,86 6,17 0,33 4,95
Fibras 1,00 1,05 0,02 0,30
Lipidios 0,64 0,67 0,07 1,05
Umidade 5,00 - 93,34 -







Figura 1. Captura de imagens em microscopio eletronico de varredura. (a) Hidrolisado

controle; (b) Tratamento o_1,5%; (c) Tratamento o_2,0%; (d) Tratamento o_2,5%; (e)
Tratamento B_1,5%; (f) Tratamento B_2,0%; (g) Tratamento B_2,5%; (h) Tratamento y_1,5%;
(i) Tratamento y_2,0%; (j) Tratamento y_2,5%.
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Figura 2. PadrGes de difragdes de raio X: (a) controle e tratamentos com a-ciclodextrina; (b)
controle e tratamentos com B-ciclodextrina; (c) controle e tratamentos com y-ciclodextrina.
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Figura 3. Graficos de calorimetria diferencial de varredura: (a) Tratamentos com a-

ciclodextrina e substancias puras; (b) Tratamentos com [B-ciclodextrina e substancias puras e

(c) Tratamentos com y-ciclodextrina e substancias puras.



Tabela 2. Valores de temperaturas de degradagdo obtidas mediante os graficos de

termogravimetria derivativa (DTG).

Composto Temperatura de degradagdo (°C)
a-ciclodextrina 326,2
B-ciclodextrina 330,7
y-ciclodextrina 320,8
Hidrolisado controle 305,5
Tratamento a_1,5% 319,2
Tratamento a_2,0% 316,9
Tratamento a_2,5% 322,9
Tratamento B_1,5% 315,1
Tratamento _2,0% 318,4
Tratamento B_2,5% 320,5
Tratamento y_1,5% 316,0
Tratamento y_2,0% 311,5
Tratamentoy 2,5% 316,0
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Figura 4. Espectro de RMN H': (a) a-ciclodextrina e seus tratamentos; (b) p-ciclodextrina e
seus tratamentos; (c) y-ciclodextrina e seus tratamentos.
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Figura 5. PCA do hidrolisado controle e dos tratamentos com a-, 3- e y-ciclodextrinas.
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Figura 6. Termogravimetria derivativa da a-ciclodextrina.
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Figura 7. Termogravimetria derivativa da -ciclodextrina.
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Figura 8. Termogravimetria derivativa da y-ciclodextrina.
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Figura 9. Termogravimetria derivativa do hidrolisado controle.
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Figura 10. Termogravimetria derivativa da amostra o_1,5%.
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Figura 11. Termogravimetria derivativa da amostra a_2,0%.
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Figura 12. Termogravimetria derivativa da amostra a._2,5%.
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Figura 14. Termogravimetria derivativa da amostra 3_2,0%.
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13. Termogravimetria derivativa da amostra _1,5%.
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Figura 15. Termogravimetria derivativa da amostra _2,5%.
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Figura 16. Termogravimetria derivativa da amostra y_1,5%.
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Figura 17. Termogravimetria derivativa da amostra y_2,0%.
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Figura 18. Termogravimetria derivativa da amostra y_2,5%.



Tabela 3. Valores criticos para comparagdo com os mddulos das diferencas entre as somas das
ordens do teste de ordenacdo, a 5% de significancia.

No df.' nv dE AMOSIras ol tratamentos
julgamentos 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
5 8 T1 14 17 71 24 27 30 34 37
6 9 12 15 19 22 26 30 34 37 i2
7 10 13 17 20 24 28 32 36 40 44
8 10 14 18 22 26 30 34 38 43 47
9 10 15 19 23 27 32 36 41 46 50
10 11 15 20 24 29 34 38 43 48 53
11 11 16 21 25 30 35 40 45 51 56
12 12 17 22 27 32 37 42 48 53 58
13 12 18 23 28 33 39 44 50 55 61
14 13 18 24 29 34 40 46 52 57 63
15 13 19 24 30 36 42 47 53 59 66
16 14 19 25 31 37 42 49 55 61 67
17 14 20 26 32 38 44 50 56 63 69
18 15 20 26 32 39 45 51 59 65 71
19 15 21 27 33 40 46 53 60 66 73
20 15 21 28 34 41 47 54 61 68 75
21 16 22 28 35 42 49 56 63 70 77
2 16 22 29 36 43 50 57 64 71 79
2 16 2 30 37 44 51 58 65 73 80
24 17 2 30 37 45 52 59 67 74 82
2 17 24 31 38 46 53 61 68 76 84
26 17 24 32 39 46 54 62 70 77 85
2 18 25 32 40 47 55 63 71 79 87
28 18 25 33 40 48 56 64 72 80 89
29 18 26 33 41 49 57 65 73 82 90
30 19 26 34 42 50 58 66 7 83 92
3l 19 27 34 42 51 59 67 7 85 93
32 19 27 35 43 51 60 68 77 85 95
33 20 27 36 44 52 61 70 78 87 9%
34 20 28 36 44 53 62 71 79 89 98
35 20 28 37 45 54 63 72 81 90 99
36 20 2 37 46 55 63 73 82 91 100
37 21 2 38 46 55 64 74 83 92 102
38 21 2 38 47 56 65 75 84 94 103
39 2 30 39 48 57 66 76 85 95 105
40 21 30 39 48 57 67 76 86 96 106
41 22 31 40 49 58 68 77 87 97 107
42 22 31 40 49 59 69 78 89 98 109
43 22 31 41 50 60 69 79 89 99 110
44 22 2 41 51 60 70 80 90 101 111
45 2 2 41 51 61 71 81 9] 102 112
46 2 2 42 52 62 72 82 2 103 114
47 2 33 42 52 62 72 83 93 104 115
48 2 33 43 53 63 73 B4 94 105 116
49 24 33 43 53 64 74 85 95 106 117
50 24 34 44 54 64 75 85 95 107 118
55 2 35 46 56 67 78 90 101 112 124
60 26 37 48 59 7 82 94 105 117 130
65 2 38 50 61 73 85 97 110 122 135
7 28 40 52 64 7 88 101 114 127 140
75 29 41 53 66 79 91 105 118 131 145
80 30 42 55 68 81 94 108 122 136 150
85 31 44 57 70 84 97 11 125 140 154
90 32 45 58 72 86 100 114 129 144 159
100 34 47 61 76 9] 105 121 136 151 167

(Fonte: Instituto Adolfo Lutz, 2008 apud ABNT — NBR 13170, 1994)



