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SOUSA, Larissa Nunes. Investigação dos fatores que influenciam na extração de proteínas 

de sementes de soja. 2019. 37. Trabalho de Conclusão de Curso de Engenharia Química do 

Centro de Ciências Exatas e Tecnologia da Universidade Federal do Maranhão, São Luís, 2019. 

 

RESUMO 
 
Este trabalho foi conduzido com o intuito de analisar a influência dos parâmetros pH, 

temperatura, tempo e proporção massa/solvente, na extração de proteínas de Glycine max. 

Visando maximizar a quantidade de proteínas recuperadas, em termos de massa de proteína por 

grama de farinha delipidada (mg/g) (variável resposta), foi realizado delineamento 

experimental fatorial central 34 (DFC), com quatro variáveis independentes, cada uma em três 

níveis (-1, 0, +1) e uma repetição, o que levou a um total de 162 ensaios com 81 condições 

experimentais distintas. As sementes de G. max foram trituradas, delipidadas e o pó resultante 

foi utilizado para os experimentos de extração. Utilizou-se tampão acetato de sódio (pH 4); 

tampão fosfato de sódio (pH 7) e tampão glicina NaOH (pH 10) como soluções extratoras, em 

diferentes proporções (1:30; 1:20; 1:10 m/v). As extrações foram conduzidas a diferentes 

tempos (10, 35 e 60 min) e temperaturas (10; 25; 40 oC). Após a extração, as amostras foram 

centrifugadas a 12000 x g por 20 minutos a 4 °C. O sobrenadante coletado foi denominado 

extrato bruto, fonte de proteínas solúveis. O teor de proteínas de cada amostra foi determinado. 

Para otimização da resposta da variável de interesse (mg de proteína/g de farinha) em função 

dos parâmetros analisados, empregou-se análise de regressão a partir da metodologia de 

superfície de resposta (MSR). Concluiu-se que os parâmetros pH e proporção foram 

significativos no processo de extração de proteínas. O aumento do pH e a diminuição da 

proporção massa/volume de reagente foi apontado como melhor condição experimental para 

recuperação de proteínas das sementes de soja.  Por outro lado, o fator tempo apresentou menor 

significância estatística e a temperatura não foi estatisticamente significativa em relação à 

recuperação de proteínas solúveis. Desta forma, extrações usando-se temperatura ambiente, 

seriam mais indicadas por razões econômicas. O entendimento da significância desses 

parâmetros na extração de proteínas de soja pode contribuir para a otimização de processos para 

sua obtenção. 

Palavras-chave: Soja. Proteínas. Extração. Superfície de Resposta.  
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2019. 37 f. Graduate Work (Graduate in Chemical Engineering) – Curso de Engenharia do 

Centro de Ciências Exatas e Tecnologia da Universidade Federal do Maranhão, São Luís, 2019. 

 

ABSTRACT 
 

This work was conducted in order to analyze the influence of the parameters pH, temperature, 

time and mass/solvent ratio on Glycine max protein extraction. In order to maximize the amount 

of total proteins recovered in terms of protein mass per gram of delipidated flour (mg/g) 

(response variable), a 34 central factorial experimental design (CFD) was performed with four 

independent variables, each at three levels (-1, 0, +1) and one replication, with a total of 162 

runs with 81 distinct experimental conditions. G. max seeds were ground, delipidated and the 

resulting powder was used for the extraction experiments. Sodium acetate buffer (pH 4); sodium 

phosphate buffer (pH 7) and glycine NaOH buffer (pH 10) were used as extraction solutions in 

different proportions (1:30; 1:20; 1:10 m / v). Extractions were conducted at different times (10, 

35 and 60 min) and temperatures (10; 25; 40 °C). After extraction, the samples were centrifuged 

at 12000 x g for 20 minutes at 4 °C. The supernatant collected was called crude extract, source 

of soluble proteins. The protein content of each sample was determined. In order to optimize 

the response of the variable of interest (mg of protein/g of flour) as a function of the analyzed 

parameters, a regression analysis using the response surface methodology (RSM) was used. It 

was concluded that the pH and proportion parameters were significant in the protein extraction 

process. Increasing pH and reducing the reagent mass/volume ratio was indicated as the best 

experimental condition for soybean protein recovery. On the other hand, the time was less 

significant and the temperature were not statistically significant to soluble protein recovery. 

Thus, extractions using ambient temperature would be more indicated for economic reasons. 

Understanding the significance of these parameters in soybean protein extraction may 

contribute to the optimization of processes to obtain them. 

 

Keywords: Soybean. Protein. Extraction. Response Surface. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

Com origem na China, a Glycine max (L.) (soja) é uma das sementes com maior valor 

econômico agregado devido à sua ampla aplicabilidade na indústria. O Brasil ocupa o segundo 

lugar em produção, atrás somente dos Estados Unidos. Segundo o último levantamento da 

Companhia Brasileira de Abastecimento, a estimativa para a safra 2019/2020 é de uma 

produtividade de 3.292 kg/ha e uma produção de 120,4 milhões de toneladas em uma área 

plantada de 36,6 milhões de hectares, o que representa um aumento de 4,7 % na produção em 

relação à safra anterior (CONAB, 2019). 

Historicamente, o interesse comercial em torno dessa leguminosa tem sido 

majoritariamente devido ao seu conteúdo de óleo (18-22%) (APARICIO et al., 2008; 

YAKLICH, 2001; CHEN et al., 2016; QI et al., 2011; GOETTEL et al., 2014). Entretanto, nos 

últimos anos, tem-se explorado cada vez mais a soja como fonte de proteínas para formulação 

de alimentos (CIABOTTI et al., 2007; BISLA et al., 2012; REZI; MURESANU, 2013), 

principalmente por ser de baixo custo em relação às fontes de origem animal, como leite e ovos, 

uma vez que demandam menor quantidade de energia em sua produção (PIMENTEL; 

PIMENTEL, 2003). 

Segundo Figueiredo (2016) espera-se que a população mundial atinja 9 bilhões de pessoas 

em 2050, levando a um aumento sem precedentes na demanda por alimentos. Nesse contexto, 

a soja apresenta-se como uma das mais importantes fontes de nutrientes para alimentação 

humana, bem como para ração animal (KIM et al., 2003). Este grão apresenta teor de até 40% 

de proteínas em base seca (APARICIO et al., 2008), o que torna essa espécie vegetal a mais 

rica dentre todos os cultivares comerciais. Além da alta concentração de antioxidantes 

(CAHOON, 2003), contém todos os aminoácidos essenciais necessários ao metabolismo 

humano (CHEN et al., 2013). 

Dada a importância da soja como fonte de proteínas, tem-se a necessidade do 

desenvolvimento de métodos baratos e eficientes para sua obtenção. Atualmente na indústria, a 

extração de proteínas de soja é realizada em diferentes condições de pH, temperatura e tempo 

dependendo do fabricante (WU et al. 2000; PREECE, HOOSHYARB; ZUIDAM, 2017; 

LUTHRIA et al., 2018), de modo que, um melhor entendimento da influência desses parâmetros 

nesse processo pode contribuir para um maior rendimento, visto que os subprodutos gerados 

ainda apresentam considerável quantidade de proteínas (SRUAMSIRI e SILMAN, 2008). 
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2 OBJETIVOS 
 
 
2.1 Objetivo geral 
  

Determinar as melhores condições operacionais para a extração de proteínas de Glycine 

max em função dos parâmetros físico-químicos pH, temperatura, tempo e proporção. 

 

2.2 Objetivos específicos 
  

• Definir as condições para extração de proteínas de soja por meio de delineamento 

experimental com auxílio computacional; 

• Extrair e quantificar as proteínas de soja; 

• Analisar os resultados de conteúdo de proteínas obtidos por meio da interação entre 

as variáveis de controle experimentais. 

 

3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

3.1 Soja (Glycine max) 
 

A soja é uma espécie pertencente ao reino Plantae, classe Magnoliopsida, ordem Fabales, 

Família Fabaceae ou Leguminoseae, gênero Glycine e espécie Glycine max (SEDYNAUA, 

2009). É uma das mais importantes leguminosas do mundo, com enorme valor econômico 

agregado e diversas aplicações nas indústrias agropecuária, química e de alimentos (FREITAS, 

2011).  

A planta caracteriza-se pelo seu porte ereto, podendo atingir até 2 metros de altura. Suas 

sementes podem ser de cor amarela, verde, marrom, preta ou bicolor, podendo conter de uma a 

quatro sementes por vagem (ENCYCLOPEDIA BRITANNICA, 2016). Sua temperatura ideal 

de crescimento varia em torno de 30 °C, mas a planta se adapta bem na faixa de 20-30 °C 

(EMBRAPA, 2014) e o ciclo da cultura pode durar de 75 a 200 dias (MYASAKA; MEDINA, 

1981; GASSEN; BORGES, 2004). 

 Um dos mais antigos cultivares da história, por muitos anos a soja teve sua produção e 

uso restritos a países orientais, como China (país de origem), Coreia e Japão. Sua introdução 

no ocidente ocorreu no século XIX nos Estados Unidos, que atualmente é o maior produtor 

mundial do grão. No Brasil, as primeiras plantações de soja ocorreram em 1921 no estado de 

São Paulo em colônias Japonesas (HYMOWITZ, 1970). 
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A semente de soja comercial contém 38-42% de proteínas em base seca (PATIL et al., 

2017) e 18-22% de óleo (APARICIO et al., 2008), o que a torna uma valiosa fonte de alimento 

para milhões pessoas ao redor do mundo. Amplamente utilizada na indústria alimentícia, a soja 

é uma fonte barata de proteínas para formulação de diversos gêneros alimentícios como 

fórmulas para bebês, suplementos alimentares, produtos lácteos, tofu, molhos, entre outros 

(GANDHI, 2009). Além disso, contém inúmeros benefícios à saúde humana (ASIF; 

ACHARYA, 2013). O farelo de soja, subproduto da produção de óleo comestível, é largamente 

utilizado como ração animal  (PETTERSSON; PONTOPPIDAN, 2013). 

A constituição proteica da semente de soja consiste majoritariamente em duas proteínas 

de armazenamento, a β-conglicinina e a glicinina,  as quais totalizam aproximadamente 70-80% 

das proteínas presentes. Dentre as proteínas de menor abundância estão a β-amilase, citocomo, 

lectina, lipoxigenase, urease, inibidor de tripsina de Kunitz (KTI) e inibidor de tripsina de 

Bowman-Birk (BBI) (NATARAJAN, 2014). 

Os carboidratos são o segundo composto em maior abundância presentes na semente de 

soja, com um teor de aproximadamente 35% em base seca (GIANNOCCARO et al., 2006). A 

celulose, pectina, hemicelulose e amido são alguns dos carboidratos insolúveis da soja (LIU et 

al, 1997) e dentre os carboidratos solúveis estão a estaquiose, xilose, sucrose, frutose, ribose, 

rafinose, arabinose, fucose, manose e ramnose (ELDRIDGE et al., 1979).  

Outras biomoléculas existentes em menor abundância na soja, mas que apresentam 

considerável valor nutricional para seres humanos e outros animais são as saponinas, 

caracterizadas pelo sabor amargo e adstringente (WYK, 1979) e as isoflavonas, que, dentre 

outros benefícios, tem sido estudadas pela sua potencial atividade anticancerígena (MEJIA; 

BRADFORD; HASLER, 2003), as quais representam aproximadamente 0,47% e 0,25 % do 

conteúdo da semente, respectivamente (IRELAND, P. A.; DZIEDZIC, S.; KEARSLEYB, 

1986; NAIM, et al., 1974). 

  

3.2 Proteínas 
 

3.2.1 ASPECTOS GERAIS 
 

 As proteínas são biomoléculas de grande importância para os seres vivos. Essencias a 

todas as células vivas, essas macromoléculas estão diretamente relacionadas desempenho de 

muitas funções do metabolismo celular. 

Quimicamente, as proteínas são polímeros de alto peso molecular (acima de 10.000), 

constituídas de subunidades moleculares chamadas aminoácidos, interligados por meio de 



4 
 

ligações peptídicas. O tipo, o número e o modo de arranjo estrutural dos resíduos de 

aminoácidos constituintes definem as propriedades de uma proteína. Todas as proteínas 

presentes nos organismos vivos, do mais simples ao mais complexo, são formadas a partir de 

20 aminoácidos essenciais, que podem ser combinados em infinitas formas estruturais 

diferentes, possibilitando a existência de proteínas com as mais variadas propriedades físicas, 

químicas e biológicas (BRANDEN; TOOZE, 1999). 

  Os pricipais elementos constituintes das proteínas são carbono, hidrogênio, oxigênio, 

nitrogênio e enxofre e raramente podem conter fósforo. Em geral as proteínas apresentam 

composição muito semelhante: 50% a 55% de carbono, 6% a 8% de hidrogênio, 20% a 24% de 

oxigênio, 15% a 18% de nitrogênio e de 0,2% a 0,3% de enxofre (TRINADE, 2014). 

Para formação de uma proteína, os aminoácidos se unem por meio de ligações covalentes 

em sequência linear formando cadeias peptídicas, a partir das quais os organismos conseguem 

sintetizar produtos tão diversificados como enzimas, hormônios, anticorpos, transportadores, 

fibras musculares, antibióticos, entre muitas outras substâncias com propriedades específicas 

(NELSON; COX, 2014).  

Quanto aos aspectos estruturais, existem quatro tipos de estrutura proteica. A estrutura 

primária consiste em uma sequência de aminoácidos unidos por ligações peptídicas. A estrutura 

secundária é formada pela distorção ou dobramento das cadeias peptídicas podendo adquirir 

diferentes conformações, sendo a mais comum a estrutura α-hélice. A estrutura terciária, 

descreve os aspectos de enovelamento tridimensional de um polipeptídeo. A estrutura 

quaternária é formada por arranjos espaciais entre duas ou mais subunidades peptídicas 

(NELSON; COX, 2014). Os quatro tipos estruturais estão representados na figura 1. 

Figura 1 – Representação dos níveis de organização estrutural das proteínas 

 
Fonte: Nelson e Cox, 2014. 
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As proteínas controlam praticamente todo o metabolismo das células, sendo responsáveis 

por inúmeras funções diferentes nos organismos vivos, dentre as quais pode-se destacar o 

armazenamento, suporte estrutural, transporte de substâncias, defesa e catálise. (WANG et al., 

2008). 

 

3.2.2 EXTRAÇÃO DE PROTEÍNAS DE SOJA NA INDÚSTRIA ALIMENTÍCIA 
 

A extração é uma etapa fundamental aos processos industriais de obtenção de compostos 

de proteína de soja. Geralmente, os processos empregados na extração dessas proteínas são 

fundamentados nos princípios de química analítica e baseados em estudos laboratoriais. Tais 

processos são e adaptados para larga escala e otimizados visando alcançar maiores rendimentos 

com custo e tempo reduzidos e com as características desejadas (SOARES, 2018). 

Dentre os principais processos empregados nos dias atuais pode-se destacar o Tetra Pak 

Alwin (IMRAM et al., 2003), no qual a extração é realizada a 85 °C em pH 8 e a decantação é 

utilizada como meio de separação. Outro  processo abordado na litetratura é o descrito por 

Preece, Hooshyarb e Zuidam (2017) no qual as sementes são previamente descascasdas e 

passam por um tratamento térmico de 114 °C, o que reduz significativamente a quantidade de 

proteínas obtidas, sendo, entretanto, aplicável na indústria alimentícia por conferir maior 

estabilidade microbiológica devido à alta temperatura. Em contrapartida, o processo utilizado 

pela ProSoya é realizado em temperatura ambiente, tendo como vantagem a não desnaturação 

das proteínas e uma melhor palatabilidade, mas com a necessidade de tratamento térmico 

posterior (GUPTA, 2014). 

De acordo com Berk (1997) as condições de extração empregadas na maioria dos 

processos podem variar dependendo da planta industrial, sendo realizada comumente 

utilizando-se soluções aquosas alcalinas como solução extratora e em condições de pH 7,5 a 

9,0, temperaturas acima de 80 °C, tempo de aproximadamente 1 h e proporções de massa por 

volume de solvente entre 1/10 e 1/20. 

Wu et al. (2000) afirmaram que tipicamente, a extração comercial das proteínas de soja é 

feita em pH 6,8-9,0, à temperaturas 55-65 °C e com tempo variando entre 15 min a 1 h. 

Os principais processos atualmente empregados na extração de proteínas de soja são 

conduzidos em diferentes condições de processamento e sofreram os poucas alterações ao longo 

das últimas décadas. Parâmetros como pH, temperatura e tempo de extração, variam 

dependendo do fabricante (PREECE; HOOSHYARB; ZUIDAM, 2017; LUTHRIA et al., 

2018). Além disso, foi comprovado que uma considerável quantidade de proteínas é retida no 
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subproduto dessa produção, o que indica a necessidade de melhoramento dos processos visando 

atingir maiores rendimentos (SRUAMSIRI; SILMAN, 2008). 

 

3.2.3 COMPOSTOS DE PROTEÍNA DE SOJA: SPI, SPC E TPS 
 

Geralmente, compostos de proteína de soja estão disponíveis em três variações 

comerciais: a proteína de soja isolada (SPI) contendo aproximadamente 90% de proteínas 

(YANG et al., 2014), a proteína de soja concentrada (SPC) com aproximadamente 65% de 

proteínas (KAITH, JINDAL e BHATIA, 2011) e a proteína texturizada de soja (TSP) que 

contém em média 51% de proteínas (KATAYAMA e WILSON, 2008), sendo a SPI  o mais 

refinado produto derivado dessa leguminosa, capaz conferir propriedades funcionais 

específicas aos alimentos, tais como emulsificação (MATSUMIYA e MURRAY, 2016) e 

formação de espuma (LIU et al., 2008), responsáveis por agregar sabor e aumentar a 

estabilidade, prolongando o tempo de prateleira desses produtos. 

A SPI e a SPC demonstram ser alternativas viáveis para compor alimentos destinados a 

pessoas com restrições nutricionais, como portadores de doença celíaca, que demandam uma 

dieta livre de glúten e alérgicos a proteínas de origem animal, como a albuina e a caseína 

(KOBYLAÑSKY, PÉREZ e PILOSOF, 2004; RIBOTTA et al., 2004; MARCO e ROSELL, 

2008a), contribuindo diretamente com a saúde e a qualidade de vida desses indivíduos. Marco 

e Rosell (2008b) concluíram que houve melhora significativa nas propriedades físicas do pão 

sem glúten após a adição de 13% de SPI. 

Tanto a TSP, amplamente consumida por vegetarianos e veganos em substituição à carne 

bovina, quanto a SPI são muito utilizadas na preparação de alimentos sem ingredientes de 

origem animal (LIN et al., 2017). Tais produtos são voltados não somente à esses consumidores, 

mas também aos que, em geral, buscam hábitos alimentares mais saudáveis e sustentáveis 

(HOEK et al., 2009), uma vez que uma dieta baseada em produtos de origem vegetal 

comprovadamente reduz o risco de doenças como diabetes, obesidade, câncer e doenças 

cardiovasculares (LE e SABATÉ, 2014; DINU et al., 2016; HERRERA et al., 2017). A SPI é 

ainda uma excelente fonte proteica para suplementação alimentar de atletas e praticantes de 

atividades físicas que buscam uma reconstrução muscular mais eficiente (SHENOY et al., 

2016). 
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3.3 O Método de Bradford 
 

 A metodologia desenvolvida por Bradford (1976) para quantificação proteica é 

amplamente utilizada devido à sua praticidade, rapidez, alta sensibilidade e lineraridade. Trata-

se de um método colorimétrico que baseia-se nas interações entre resíduos básicos de 

aminoácidos, lisina, arginina e histidina com o corante azul brilhante de Comassie (reagente de 

Bradford), que reagem resultando em um complexo de coloração azul, o qual apresenta alta  

absorção de luz a 595 nm (SHEROVSKI; STOJKOVIĆ; RISTOVSKA, 2018). A quantificação 

proteica é realizada por meio de leitura da absorbância da amostra em espectrofotômetro nesse 

comprimento de onda. A figura 2 contém uma representação da formação do complexo 

proteína-corante. 

 

Figura 2. Formação do complexo proteína-corante. 

 

Fonte: Sherovski, Stojković e Ristovska (2018).  

 

 Para determinação do intervalo linear do ensaio, realiza-se a construção de uma curva 

padrão para o reagente de Bradford utilizando como proteína padrão a albumina sérica bovina 

(BSA). Prepara-se uma solução de concentração conhecida dessa proteína, e dilui-se para 

obtenção de várias soluções na faixa de concentração adequada ao ensaio. Em seguida, 

adiciona-se o reagente e faz-se as leituras de absorbância para cada concentração, além de uma 

amostra contendo somente o solvente utilizado na solução e o reagente (branco).  

Para concentrações acima de 10 µg/mL de BSA, observa-se uma diminuição na 

linearidade do método devido à sobreposições dos espectros das duas formas do corante em 

equilíbrio e em decorrência de variações na concentrações dos compostos presentes no meio, 

durante a formação do complexo proteína-corante (BRADFORD, 1976). Geralmente, utiliza-

se a faixa de 0,05 a 1 mg/mL. 
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3.4 A Metodologia de Superfície de Resposta (RSM) 
 

 A metodologia de superfície de resposta é um método amplamente utilizado no 

tratamento de dados experimentais, sendo eficiente na otimização de processos, sistemas ou 

produtos, principalmente quando o intuito da pesquisa é maximizar ou minimizar uma váriavel 

de interesse, seja ela qualitativa ou quantitativa, uma vez que possibilita fazê-lo ao mesmo 

tempo em que atende à critérios e especificações desejadas (BASRI et al., 2007; BEZERRA et 

al., 2008). 

 Desenvolvida por G. E. P. Box na década de 1950, essa metodologia apresenta duas 

etapas principais, a modelagem, que consiste em ajustar às respostas obtidas por meio de 

determinado planejamento fatorial, modelos simplificados (lineares ou quadráticos) e o 

deslocamento, isto é, a tendência de inclinação do modelo, que é a direção para a qual se observa 

uma maior variação da resposta. Tais etapas permitem avaliar a influência das variáveis controle 

na resposta de interesse (BARROS; SCARMINIO; BRUNS, 2001). 

 O planejamento experimental é uma etapa preliminar de grande importância para 

aplicação da RSM, a qual envolve a definição do delineamento experimental, que deve ser 

adequado ao tipo de análise que se deseja realizar e depende, dentre outras características, da 

quantidade de fatores a serem analisados, dos tipos dados envolvidos no processo e do objetivo 

da pesquisa, sendo também parte do planejamento experimental, a escolha das variáveis de 

controle, bem como a especificação dos níveis para cada variável, o que geralmente é feito com 

base em dados da literatura (BEZERRA et al., 2008). 

A metodologia de superfície de resposta possibilita a análise da influência de múltiplas 

variáveis a partir de gráficos de superfície ou curvas de nível com duas váriaveis, a fim de 

maximizar ou minimizar a variável resposta. Segundo Barros, Scarminio e Bruns (2001), em 

um sistema com várias variáveis é comum ocorrer a interação entre elas, isto é, estas podem se 

influenciar mutuamente e o valor ótimo para uma delas pode depender do valor da outra, de 

modo que, a análise isolada de uma variável não garante a sua real otimização, uma vez que 

negligencia os efeitos dessas interações. Ainda segundo os autores, a partir de planejamentos 

fatoriais completos, é possível avaliar o efeito simultâneo de várias variáveis por meio de um 

número mínimo de ensaios experimentais. 

 

4 MATERIAL E MÉTODOS 
 

4.1 Material 
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Sementes maduras de soja cv. BRS Pala, cultivar comercial e convencional de soja com 

alto teor de proteínas (38,8%), foram fornecidas pela Agência Agrícola Brasileira Empresa 

Brasileira de Pesquisa Agropecuária (EMBRAPA). As mesmas foram armazenadas em 

geladeira a aproximandamente 6ºC em embalagem plástica devidamente vedada. 

 

4.2 Reagentes 
 

Para delipidação da farinha de soja e preparo das soluções extratoras utilizou-se os 

seguintes reagentes de grau analítico: n-hexano, acetato de sódio, ácido acético, cloreto de 

sódio, fosfato de sódio monobásico, fosfato de sódio dibásico, hidróxido de sódio, glicina e 

reagente Bradford. 

 

4.3 Instrumentos/equipamentos/softwares  
 

As sementes foram trituradas utilizando um moedor de café CADENCE MDR301. 

Utilizou-se um peagâmetro de bancada EDGE HI 2002 da HANNA para medição do pH das 

soluções. Para a separação das amostras foi utilizada uma micro centrífuga refrigerada de 

bancada NT 805 da NOVATÉCNICA. 

Para a quantificação proteica, realizou-se as leituras de absorbância em espectrofotômetro 

SP 2000 UV da BEL PHOTONICS. Para manter as amostras nas temperaturas específicas 

durante o tempo de extração utilizou-se uma incubadora BOD TE-371 da TECNAL. A 

manutenção da temperatura durante a adição das soluções extratoras  foi realizada por meio de 

banhos de gelo. Outros equipamentos utilizados foram a balança analítica FA2104N da 

BIOPRECISA e agitador vortéx de tubos AP – 56 da PHOENIX LUFERCO. 

Os softwares utilizados para o tratamento dos dados experimentais foram Microsoft 

EXCEL (versão 1909/2016) e STATISTICA (versão 7.0/2008). 

 

4.4 Local da pesquisa 
 

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Bioquímica Vegetal da 

Universidade Federal do Maranhão (UFMA). 

 
4.5 Procedimento Experimental 
 

 A figura 3 contém o fluxograma com as principais etapas do procedimento experimental 
realizado. 
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Figura 3. Fluxograma do Procedimento Experimental 

 

 
 
 
4.5.1 DELIPIDAÇÃO DAS SEMENTES 
 

As sementes à temperatura ambiente foram trituradas e o pó obtido foi delipidado pela 

adição de n-hexano na proporção 1:5 (m/v) durante 3 horas em temperatura ambiente (25 

ºC)(MARTINS, 2015). Em seguida, o solvente foi evaporado em capela de exaustão e a farinha 

delipidada foi reservada em tubos falcon fechados a temperatura ambiente para preparação dos 

extratos proteicos. 

 

4.5.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 
 

A extrações foram realizadas seguindo o delineamento experimental obtido por meio do 

software STATISTICA. 

Para maximização massa de proteínas obtida por grama de farinha delipidada (mg/g) 

(variável resposta) foi realizado delineamento experimental fatorial central 34 (DFC) com 

quatro variáveis independentes, cada uma em três níveis (-1, 0, +1) e  uma repetição, conforme 

mostrado na tabela 1, o que levou a um total de 162 ensaios com 81 condições experimentais 

distintas. As condições experimentais de extração para cada amostra estão mostradas no quadro 
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1 (Apêndice A), onde cada par de algarismos representa uma duplicata. Os parâmetros 

experimentais analisados foram: pH, temperatura, tempo e proporção farinha/solução. 

 

Tabela 1: Matriz do Delineamento Experimental 
  Níveis 

Variáveis 

independentes 
Unidade -1 0 +1 

pH - 4 7 10 

Temperatura  (°C) 10 25 40 

Tempo  (min) 10 35 60 

Proporção  (m/V) 1/30 1/20 1/10 

 

 

4.5.3 EXTRAÇÃO DE PROTEÍNAS 
 

 As soluções extratoras utilizadas foram tampão acetato de sódio 50 mM/NaCl 100 mM 

(pH 4), tampão fosfato de sódio 50 mM/NaCl 100 mM (pH 7) e tampão glicina NaOH 50 

mM/NaCl 100 mM (pH 10). 

 Em tubos eppendorf de 2 ml, adicionou-se a farinha de soja previamente delipidada e 

acrescentou-se as soluções extratoras de acordo com a proporção especificada para cada 

amostra, conforme mostrado na tabela 2. Homogeneizou-se utilizando uma pipeta automática. 

Em seguida, as amostras foram levadas à incubadora BOD à temperatura e tempo controlados. 

Para separação das fases, as amostras foram submetidas a centrifugação a 12000 x g por 20 

minutos e a 4 °C. O sobrenadante coletado foi denominado extrato bruto e armazenado sob 

congelamento para posterior quantificação. 

 
Tabela 2: Massa de farinha e volume de solução adicionados 

Proporção Massa de Farinha (g) Volume de Solução (ml) 

1/10 0,15 1,5 

1/20 0,075 1,5 

1/30 0,05 1,5 

 

4.5.4 QUANTIFICAÇÃO PROTEICA 
 

A quantidade de proteína obtida foi mensurada por meio do método de Bradford (1976). 

Para ralização do ensaio de quantificação proteica, adicionou-se 100 µL de cada amostra em 
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tubos de ensaio devidamente identificados e acrescentou-se 2500 µL de reagente Bradford. 

Submeteu-se cada tubo à agitação em vortex por 10 segundos e deixou-se em repouso por 10 

minutos. Em seguida, fez-se a leitura das absorbâncias das amostras em espectrofotômetro a 

595 nm. Para preparação do branco, substituiu-se as amostras pelas respectivas soluções 

extratoras utilizadas. 

Este ensaio foi desenvolvido em duplicata e diluições foram realizadas nas amostras, de 

modo que as leituras de absorbância apresentadas estivessem dentro dos valores estabelecidos 

na curva padrão, correspondendo às concentrações de proteína adequadas. Foram realizadas 

diluições de 10 e 20 vezes, conforme a equação 1, na qual V é o volume de amostra adicionado 

e n corresponde ao fator de diluição. 

 V =  100n  [µL]                                                   (1) 

 
Cauculou-se a concentração de cada amostra utilizando a equação 2, obtida a partir da 

curva padrão mostrada na figura 4, construída por meio das leituras de absorbância de soluções 

com concentrações de 0,1 a 0,5 mg/L de albumina sérica bovina (BSA). Para cada amostra 

quantidade de proteína total (mg) foi determinada multiplicando-se a concentração pelo volume 

de de extrato bruto. Essa massa foi, então, dividida pela massa de farinha adicionada, obtendo-

se o valor da massa de proteína por grama de farinha delipidada (mg/g). 

 ABS = 1,6602 × C + 0,0239                          (2) 

 

 Na equação 2, ABS corresponde à absorbância e C é a concentração em mg/mL.  

 

Figura 4 – Curva Padrão do Bradford 
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4.9 Análise estatística 
 

Para investigação da resposta da variável de interesse (mg de proteína/g de farinha) em 

função dos parâmetros analisados, empregou-se análise de regressão a partir da metodologia de 

superfície de resposta (RSM). Foi construído o gráfico de Pareto para análise da significância 

das variáveis  independentes, utilizando coeficientes significativos ao nível de significância de 

95 %. A análise estatística foi realizada com auxílio do software STATISTICA (versão 

7.0/2008). 

 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

 Foi realizada a extração das proteínas solúveis das sementes de soja em diferentes 

condições experimentais. Analisando a figura 5, na qual estão respresentados graficamente os 

valores obtidos de massa de proteína por grama de farinha delipidada (mg/g) para as extrações 

realizadas à temperatura de 10 °C, verifica-se que a maior quantidade de proteínas foi obtida 

pela extração em pH alcalino, sendo os maiores valores, 96,2  e 87,1 mg/g, obtidos após 10 e 

60 min de extração, respectivamente. Os menores valores de proteínas foram recuperados em 

pH 4,0.  

 Observa-se, uma tendência de aumento da quantidade de proteínas extraída com o 

aumento do pH. Esse comportamento também foi observado para as temperaturas de 25 e 40 

°C, conforme mostrado nas Figuras 6 e 7, onde pode-se verificar que os maiores valores foram 

obtidos em pH básico, ou seja, nas extrações realizadas em pH 10, sendo 86,1 e 90,5 mg/g para 

25 e 40 °C, respectivamente. 

Analisando a literatura, percebe-se que quanto maior o pH do meio maior a extrabilidade 

de proteínas (RICKERT; MEYER; HU, 2004). Entretanto, uma alcalinidade extrema pode levar 

à alterações na estrutura proteica, como desnaturação, ocasionando perda de rendimento, bem 

como modificações químicas nos aminoácidos constituintes, com consequente perda das 

propriedades nutricionais, o que reforça a importância do entendimento da influência desse 

fator para o processo de extração, sendo necessária uma otimização de acordo com a finalidade 

de cada processo (BERK, 1997). 

Com relação à temperatura, pode-se verificar por meio de uma análise comparativa entre 

as figuras 5, 6 e 7 que a influência desse fator foi menor que a do pH, uma vez que não foi 

obsevada uma diferença acentuada entre os valores de massa de proteína obtidos nas diferentes 
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temperaturas analisadas. Como exemplo, analisando-se somente o  pH 10 (Figuras 5-7C), os 

maiores valores obtidos foram 96,2, 86,1 e 90,5 (mg/g), para 10, 25 e 40 °C, respectivamente. 

 

Figura 5. Massa de proteína por grama de farinha delipidada versus tempo de extração a 10 °C 
em (A) pH 4; (B) pH 7 e (C) pH 10. As barras representam o valor médio de cada duplicata. As 
cores representam a proporção utilizada de farinha e solução extratora (m/v). As barras de erro 
indicam o desvio padrão referente às duplicatas. 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rosset, Acquaro e Beléia (2014)  conduziram extração de proteínas das sementes de soja 

em pH 9,0 e recuperaram  33,04% e 56,27% de proteínas em processos sem e com pré-

tratamento térmico e enzimático, respectivamente, à temperatura ambiente (25 °C).  

Wang e Murphy (1996) recuperaram 21% de proteínas de farinha de soja delipidada em 

pH básico e a 25 °C. Rickert, Meyer e Hu (2004) constataram que um aumento no pH (8,5-

10,5) e na temperatura de extração (25-60°C) levou a um aumento na recuperação de proteínas 

no processamento de proteína de soja isolada. Contudo, a variação do pH apresentou influência 

mais significativa que a temperatura. 

A influência do pH  e da temperatura na extração de proteínas de maior abundância na 

semente de G.max foi estudada por Liu et al. (2007), que concluíram que houve maior obtenção 

de proteínas em meio básico (pH 8,5) e que o conteúdo proteico de uma das frações de maior 

interesse (11S) não aumentou significativamente entre 25 e 45 °C. Os autores reportaram ainda 

que um aumento na temperatura, a princípio parece ser favorável à extração dessas proteínas. 
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Entretanto, ocorre queda considerável no rendimento a partir de 55° C, o que pode ter ocorrido  

devido a desnaturação provocada pelo aquecimento. Resultados diferentes foram obtidos por 

Rosset, Acquaro e Beléia (2014). Os autores verificaram que as maiores temperaturas usadas 

no pré-tratamento do pó delipidado das sementes de soja (45-65 oC) resultaram em uma maior 

extração proteica.  

Como proteínas desnaturam em temperaturas diversas, é necessário estabelecer protocolo 

sobre a influência da temperatura na extração destas macromoléculas para uma determinada 

fonte. De acordo com Riblett et al. (2001) a temperatura inicial de desnaturação é de 82 °C e 

68 °C para glicinina e β-conglicinina, respectivamente. 

 

Figura 6. Massa de proteína por grama de farinha delipidada versus tempo de extração a 25 °C 
em (A) pH 4; (B) pH 7 e (C) pH 10. As barras representam o valor médio de cada duplicata. As 
cores representam a proporção utilizada de farinha e solução extratora (m/v). As barras de erro 
indicam o desvio padrão referente às duplicatas. 
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proporção, isto é, uma maior quantidade de líquido leva a um aumento na solubilização de 
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que foram obtidas maiores quantidades de proteínas na maioria dos ensaios realizados na 

proporção 1/30 em relação às amostras extraídas com menor quantidade de solução.  

A utilização de maiores quantidades de solução extratora diminui a concentração de 

proteínas na fase sobrenadante, o que resulta em menor quantidade de proteínas retida na fase 

sólida, visto que não é possível obter uma separação completa do extrato. Entretanto, para um 

processo em larga escala, deve-se levar em consideração o rendimento em termos de massa de 

proteína produzida por unidade de volume e os custos de produção, uma vez que maiores 

volumes demandam tanques e centrífugas de maior capacidade volumétrica, maior gasto 

energético em operações unitárias, como agitação e posteriores operações de separação e 

purificação, além de gerar uma maior quantidade de subproduto. Deste modo, tem-se a 

necessidade de otimização de acordo com as características de cada processo. 

Quanto à variável tempo de extração, observou-se ligeiro aumento na quantidade de 

proteínas com o aumento do tempo, para as amostras extraídas a 10 e 25 °C e um aumento mais 

acentuado na temperatura de 40 °C, principalmente em pH 10 (Figura 7C), o que indica uma 

provável interação entre as variáveis, isto é, o fator tempo sofre uma variação diferente 

dependendo da temperatura e do pH. 

 

Figura 7. Massa de proteína por grama de farinha delipidada versus tempo de extração a 40 °C 
em (A) pH 4; (B) pH 7 e (C) pH 10. As barras representam o valor médio de cada duplicata. As 
cores representam a proporção utilizada de farinha e solução extratora (m/v). As barras de erro 
indicam o desvio padrão referente às duplicatas. 
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Com o intuito de otimizar a resposta da variável de interesse (mg de proteína/g de farinha) 

em função dos parâmetros analisados, empregou-se análise de regressão a partir da metodologia 

de superfície de resposta (RSM). No gráfico de Pareto (Figura 8) estão expostas as variáveis 

em ordem de significância para o modelo de regressão quadrática empregado. Observa-se que 

houve maior significância para as variáveis lineares pH e proporção. A linha vertical mostra os 

coeficientes  significativos ao nível de significância de 95%. Foi também significativa a variável 

linear tempo, porém com menor nível de significância, o que indica que essa variável exerceu 

influência sobre a resposta, porém não foi tão relevante quanto as de maior significância. O 

sinal negativo da proporção indica que um aumento nessa variável do nível -1 para +1 resulta 

em uma diminuição da variável resposta.  

 

Figura 8. Gráfico de Pareto para a variável resposta quantidade de proteína por massa de farinha 
(mg/g). As variáveis da regressão estão dispostas em ordem de significância para o modelo. As 
variáveis que ultrapassam a linha vertical são significativas ao nível de significância de 5%. No 
gráfico: pH; proporção (m/V); temperatura (°C), tempo (min).  
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A relação entre pH e proporção de extração (variáveis independentes de maior 

significância) na recuperação de proteínas solúveis foi então verificada através de um gráfico 

de superfície de resposta (Figura 9). A maior quantidade de proteínas foi extraída nos níveis +1 

e -1 que correspondem aos valores de 10 e 1:30 para pH e proporção, respectivamente, ou seja, 
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a quantidade de proteínas recuperadas é maior com o aumento do pH e com a diminuição da 

proporção de extração. Adicionalmente, o fator tempo foi estatisticamente menos significativo 

em relação ao pH e à proporção, no entanto, ao apresentar 95% de significância, sua variação 

deve ser considerada. De acordo com o modelo proposto, a temperatura não foi estatisticamente 

significativa com relação à recuperação de proteínas das sementes de soja. 

A tendência de maximizar a obtenção de proteínas com o aumento de pH já havia sido 

identificada neste trabalho através da análise dos gráficos das figuras 5, 6 e 7. Entretanto, a 

partir da análise da figura 9A, a validação deste dado, bem como informação sobre influência 

da proporção de extração na recuperação proteica puderam ser obtidos. 

  

Figura 9. (A) Superfície de resposta e (B) gráfico plano de massa proteína por grama de farinha 
de soja (mg/g) em relação às variáveis independentes proporção e pH.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nas figuras 10 e 11 estão dispostos os gráficos bidimensionais (curvas de  nível) que 

relacionam as variáveis mais significativas com a temperatura e o tempo, que demosntraram 

menor significância estatística para resposta da variável de interesse. A partir desses gráficos, 

pôde-se analisar a influência dessas variáveis na extrabilidade de proteínas, bem como as 

interações entre elas. Na figura 10A, observa-se que, para um mesmo valor pH, uma variação 

na temperatura não altera significativamente a quantidade de proteínas extraída. Na figura 10B, 

observa-se uma influência relativamente maior em relação à variável proporção, uma vez que 

fixando-se um valor para esse fator e variando-se a temperatura, observa-se certa variação na 

resposta, com uma tendência de maximização nos níveis -1 de ambas as variáveis 

independentes. 
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Figura 10. Gráfico plano da quantidade de quantidade de proteína por massa de farinha (mg/g) 
em relação às variáveis (A) temperatura x pH; (B) tempertura x proporção 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 A figura 11 contém as curvas de nível para o fator tempo em função do pH e da proporção. 

No gráfico A, pode-se perceber uma influência consideravelmente menor do tempo extração 

em relação ao pH, pois para qualquer valor de pH dos níveis -1 a +1, uma variação do fator 

tempo não leva a um aumento significativo da resposta. Em contrapartida, a curva de nível  para 

os fatores tempo e proporção (figura 11B), mostra uma tendência de aumento na resposta para 

os níveis +1 e -1 dessas variáveis, respectivamente. 

 

Figura 11. Gráfico plano da quantidade de quantidade de proteína por grama de farinha (mg/g) 
em relação às variáveis (A) tempo x pH; (B) tempo x proporção 
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Como, de acordo com a metodologia proposta, a temperatura não foi significativa para a 

extração de proteínas solúveis das sementes de soja (Figura 9) para fins de produção em larga 

escala, a condução do processo em temperatura ambiente (25 oC) é viável por razões 

econômicas. Entretanto, é válido ressaltar que, em muitos processos, a estabilidade 

microbiológica é um fator determinante para o rendimento e a qualidade do produto, sendo 

necessária a inclusão de etapas de tratamento térmico de acordo com a demanda de cada 

processo. 

 

6 CONCLUSÃO 
 

A partir dos resultados obtidos, conclui-se que o pH e a proporção de extração são 

significativos na extração de proteínas das sementes de G. max. C. O fator tempo apresentou 

menor significância em relação ao pH e a proporção, entretanto, uma vez que apresentou 95% 

de significância para o processo, considera-se analisar a faixa de 0 a -1, tendo como perspectiva 

a construção de um modelo matemático que descreva esse processo. A temperatura não foi um 

fator estatisticamente significativo, portanto, a temperatura ambiente é uma condição viável de 

extração por razões econômicas. A metodologia de superfície de resposta possibilitou analisar 

da influência das variáveis avaliadas na resposta de interesse levando em consideração a 

interação entre essas variáveis. O entendimento da significância desses parâmetros na extração 

de proteínas de soja pode contribuir para a otimização de processos para sua obtenção. 
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APÊNDICE A - CONDIÇÕES EXPERIMENTAIS DE EXTRAÇÃO DEFINIDAS 
PELO SOFTWARE STATISTICA 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Amostra pH T (°C) t (min) p. (m/V) Amostra pH T (°C) t (min) p. (m/V) 

1;2 4 10 10   1/30 83;84 7 25 35   1/10 

3;4 4 10 10   1/20 85;86 7 25 60   1/30 

5;6 4 10 10   1/10 87;88 7 25 60   1/20 

7;8 4 10 35   1/30 89;90 7 25 60   1/10 

9;10 4 10 35   1/20 91;92 10 25 10   1/30 

11;12 4 10 35   1/10 93;94 10 25 10   1/20 

13;14 4 10 60   1/30 95;96 10 25 10   1/10 

15;16 4 10 60   1/20 97;98 10 25 35   1/30 

17;18 4 10 60   1/10 99;100 10 25 35   1/20 

19;20 7 10 10   1/30 101;102 10 25 35   1/10 

21;22 7 10 10   1/20 103;104 10 25 60   1/30 

23;24 7 10 10   1/10 105;106 10 25 60   1/20 

25;26 7 10 35   1/30 107;108 10 25 60   1/10 

27;28 7 10 35   1/20 109;110 4 40 10   1/30 

29;30 7 10 35   1/10 111;112 4 40 10   1/20 

31;32 7 10 60   1/30 113;114 4 40 10   1/10 

33;34 7 10 60   1/20 115;116 4 40 35   1/30 

35;36 7 10 60   1/10 117;118 4 40 35   1/20 

37;38 10 10 10   1/30 119;120 4 40 35   1/10 

39;40 10 10 10   1/20 121;122 4 40 60   1/30 

41;42 10 10 10   1/10 123;124 4 40 60   1/20 

43;44 10 10 35   1/30 125;126 4 40 60   1/10 

45;46 10 10 35   1/20 127;128 7 40 10   1/30 

47;48 10 10 35   1/10 129;130 7 40 10   1/20 

49;50 10 10 60   1/30 131;132 7 40 10   1/10 

51;52 10 10 60   1/20 133;134 7 40 35   1/30 

53;54 10 10 60   1/10 135;136 7 40 35   1/20 

55;56 4 25 10   1/30 137;138 7 40 35   1/10 

57;58 4 25 10   1/20 139;140 7 40 60   1/30 

59;60 4 25 10   1/10 141;142 7 40 60   1/20 

61;62 4 25 35   1/30 143;144 7 40 60   1/10 

63;64 4 25 35   1/20 145;146 10 40 10   1/30 

65;66 4 25 35   1/10 147;148 10 40 10   1/20 

67;68 4 25 60   1/30 149;150 10 40 10   1/10 

69;70 4 25 60   1/20 151;152 10 40 35   1/30 

71;72 4 25 60   1/10 153;154 10 40 35   1/20 

73;74 7 25 10   1/30 155;156 10 40 35   1/10 

75;76 7 25 10   1/20 157;158 10 40 60   1/30 

77;78 7 25 10   1/10 159;160 10 40 60   1/20 

79;80 7 25 35   1/30 161;162 10 40 60   1/10 

81;82 7 25 35   1/20     
 


